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Ïðîìåòàôàçíûé êàðèîòèï ëèíèè ÑÏÝÂ ñîäåðæèò äâå ãåòåðîìîðôíûå ïàðû ÿäðûøêîâûõ îðãàíèçà-
òîðîâ, ïðèíàäëåæàùèõ õðîìîñîìàì 8à è 8, 10L è 10S. ßâëåíèåì ãåòåðîìîðôèçìà âîñïîëüçîâàëèñü äëÿ
õðîìîñîìíîé äèôôåðåíöèàöèè èíòåðôàçíûõ ÿäðûøêîâûõ îðãàíèçàòîðîâ (ÈßÎ). Áûëè èññëåäîâàíû
äâóõìåðíûå (2D) ïðåïàðàòû ôèêñèðîâàííûõ ìåòàíîëîì êëåòîê ÑÏÝÂ, ðàñòÿíóòûõ íà ïîâåðõíîñòè ïðåä-
ìåòíîãî ñòåêëà áåç ïðèìåíåíèÿ ãèïîòîíèè. Çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü èíòåðôàçíûõ êëåòîê íà 2D-ïðåïàðàòàõ
ñîäåðæàëà 3—4 ñòðóêòóðû ëèíåéíîé êîíôèãóðàöèè, ðàñïîëîæåííûå â äîìåíàõ ÿäðûøåê. Ýòè ñòðóêòóðû
áûëè ïîçèòèâíûìè ïðè íàáëþäåíèè ìåòîäîì ôàçîâîãî êîíòðàñòà è ïîñëå îêðàøèâàíèÿ DAPI. C ïîìî-
ùüþ ðÄÍÊ-FISH áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ÈßÎ. Ñàìûé êðóïíûé èç ÈßÎ èíäèâè-
äóàëüíîé êëåòêè îáû÷íî ñîäåðæàë ÿðêèé òåðìèíàëüíûé ñèãíàë ðÄÍÊ-FISH/DAPI-îêðàøèâàíèÿ, ÷òî
óêàçûâàåò íà åãî ïðèíàäëåæíîñòü õðîìîñîìå 8à. Èçâåñòíî, ÷òî â ðåàêöèè ñåðåáðåíèÿ ÿäðûøåê íà ìàçêàõ
ïåðèôåðè÷åñêèõ ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà, îñóùåñòâëåííîé ïîñëå ôèêñàöèè ìåòàíîëîì, ó÷àñòâóþò â îñíîâ-
íîì áåëêè ôèáðèëëÿðíûõ öåíòðîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî òàêàÿ æå ñïåöèôè÷íîñòü ñåðåáðåíèÿ ÿäðûøåê ñêîðåå
âñåãî õàðàêòåðíà è äëÿ 2D-ïðåïàðàòîâ êëåòîê ÑÏÝÂ, ôèêñèðîâàííûõ ìåòàíîëîì. Êàê ïîñåðåáðåííûå,
òàê è îêðàøåííûå ìåòîäîì ðÄÍÊ-FISH, ÈßÎ èìåëè ëèáî ÷åòêîâèäíóþ, ëèáî äèñêîèäàëüíóþ ñòðóêòóðó
ðàçíîé ñòåïåíè ðàçðåøåíèÿ. Äèñêîèäàëüíûå ÈßÎ ñîñòîÿëè èç ïîïåðå÷íûõ àðãåíòîôèëüíûõ ñòðóêòóð —
ïëîòíûõ äèñêîâ è ðûõëûõ ìåæäèñêîâ. Â âûñîêîðàçðåøåííûõ äèñêîèäàëüíûõ ÈßÎ íàáëþäàëè ïðîäîëü-
íîå ðàñùåïëåíèå (äâóíèò÷àòîñòü) çîíû ìåæäèñêîâ. ×åòêîâèäíûå ÈßÎ ñîñòîÿëè èç àðãåíòîôèëüíûõ áó-
ñèí, êîòîðûå áûëè ïðèìåðíî âäâîå ��óæå àðãåíòîôèëüíûõ äèñêîâ, è îäíîíèò÷àòîé èëè Ag-íåãàòèâíîé çî-
íû ìåæäó áóñèíàìè. Ñðåäè ÈßÎ ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì ñòðóêòóðû áûëè íàéäåíû ÷åòûðå âîñïðîèçâî-
äèìûõ ïàòòåðíà ñåðåáðåíèÿ, êîòîðûå ìîæíî áûëî îáúåäèíèòü â äâå ãîìîëîãè÷íûå ãðóïïû. Ïîñêîëüêó
êàæäûé èç òàêèõ ïàòòåðíîâ áûë ê òîìó æå óíèêàëüíûì äëÿ èíäèâèäóàëüíîé êëåòêè, ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå
î òîì, ÷òî îíè ÿâëÿþòñÿ õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûìè. Ñ èñïîëüçîâàíèåì äàííûõ ïðîìåòàôàçíîãî àíàëèçà
áûëà îïðåäåëåíà õðîìîñîìíàÿ ïðèíàäëåæíîñòü ÈßÎ âîñïðîèçâîäèìûõ ïàòòåðíîâ ñåðåáðåíèÿ. ÈßÎ,
ïðèíàäëåæàùèå ðàçíûì õðîìîñîìàì, áûëè ñîïîñòàâëåíû ìåæäó ñîáîé ïî ñðåäíåé äëèíå è ñðåäíåìó
÷èñëó àðãåíòîôèëüíûõ áóñèí, à òàêæå ïî îòíîøåíèþ äëèí è îòíîøåíèþ ÷èñëà àðãåíòîôèëüíûõ áóñèí,
ðàññ÷èòàííûì äëÿ ðàçíûõ ïàð ÈßÎ èíäèâèäóàëüíîé êëåòêè. Îáà îòíîøåíèÿ, îïðåäåëåííûå äëÿ íàèáî-
ëåå ãåòåðîìîðôíîé ïàðû ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì 8à è 8, ñîñòàâëÿëè ëèøü 1.26 ± 0.02. Äëÿ ñðàâíåíèÿ:
àíàëîãè÷íîå 8à/8 îòíîøåíèå äëèí ÿäðûøêîâûõ îðãàíèçàòîðîâ, ðàññ÷èòàííîå äëÿ èíäèâèäóàëüíûõ ïðî-
ìåòàôàçíûõ êëåòîê, áûëî ðàâíî 2.92 ± 0.30.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèÿ, ðèáîñîìíûé õðîìàòèí, èíòåðôàçíûå ÿäðûøêîâûå îð-
ãàíèçàòîðû, 2D FISH.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÈßÎ — èíòåðôàçíûé ÿäðûøêîâûé îðãàíèçàòîð; ÏÔÊ — ïëîòíûé
ôèáðèëëÿðíûé êîìïîíåíò ÿäðûøêà; ÔÃÀ — ôèòîãåìàããëþòèíèí; ÔÖ — ôèáðèëëÿðíûé öåíòð ÿäðûø-
êà; ßÎ — ÿäðûøêîâûé îðãàíèçàòîð; ßÎ-õðîìîñîìà — õðîìîñîìà, ñîäåðæàùàÿ ßÎ; Ag+-ßÎ èëè
Ag+-ÈßÎ — ñåðåáðÿùèåñÿ ßÎ èëè ÈßÎ; DAPI — 4�,6�-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë; 2D FISH — äâóõìåð-
íûé (2D) âàðèàíò ôëóîðåñöåíòíîé in situ-ãèáðèäèçàöèè (íóêëåèíîâûõ êèñëîò) íà ïðåïàðàòàõ ñïðýäîâ
èíòåðôàçíûõ ÿäåð è ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì.

ßäðûøêî — ñàìûé êðóïíûé äîìåí êëåòî÷íîãî ÿäðà,
îñíîâíûìè ôóíêöèÿìè êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ ñèíòåç 45—
47S ïðå-ðÐÍÊ è áèîãåíåç ïðåðèáîñîì. Â áîëüøåé ÷àñòè
êëåòîê ýòî åùå è ñàìàÿ ïëîòíàÿ ñòðóêòóðà. Ñóõàÿ ìàññà
ÿäðûøêà ñîñòàâëÿåò 35—90 %, ÷òî â íåñêîëüêî ðàç áîëü-
øå, ÷åì ó äðóãèõ íåêðèñòàëëè÷åñêèõ ñòðóêòóð êëåòêè
(Áðîäñêèé, 1965). ßäðûøêî ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïîëó-

òâåðäîå òåëüöå, êîòîðîå ìîæíî èçîëèðîâàòü ñ ïîìîùüþ
ìåõàíè÷åñêèõ ïðîöåäóð (Scherl et al., 2002). Âìåñòå ñ òåì
îíî ñïîñîáíî è ê âðåìåííîìó ðàçæèæåíèþ, î ÷åì ñâèäå-
òåëüñòâóåò ôîðìèðîâàíèå ÿäðûøêàìè àìåáîèäíûõ îòðî-
ñòêîâ (ïðîòðóçèé), à òàêæå ôåíîìåí ìèãðàöèè è ñëèÿíèÿ
ÿäðûøåê (De Boni, 1994). Öåëîñòíîñòü ÿäðûøêà â êëåòêå
äîñòèãàåòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì íå ïóòåì ñòàáèëèçàöèè
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ñâÿçåé ìåæäó ñîñòàâëÿþùèìè åãî ìàêðîìîëåêóëàìè, à â
ðåçóëüòàòå äèíàìè÷åñêîãî ðàâíîâåñèÿ ïðÿìîãî è îáðàò-
íîãî òðàíñïîðòà ìàêðîìîëåêóë â íàïðàâëåíèè íóêëåîï-
ëàçìà—ÿäðûøêî (Olson, Dundr, 2005). Ïðè ýêñïåðèìåí-
òàëüíîì íàðóøåíèè òàêîãî òðàíñïîðòà èëè åãî íîðìàëü-
íîì èçìåíåíèè, íàïðèìåð ïðè âñòóïëåíèè â ìèòîç,
ïðîèñõîäèò áûñòðàÿ ÷àñòè÷íàÿ èëè ïîëíàÿ äåãðàäàöèÿ
ÿäðûøåê. È íàîáîðîò, âîññòàíîâëåíèå óêàçàííîãî òðàíñ-
ïîðòà â ýêñïåðèìåíòå èëè ïðè âûõîäå èç ìèòîçà ïðèâî-
äèò ê ïîñòåïåííîé ðåîðãàíèçàöèè ÿäðûøåê â êëåòî÷íîì
ÿäðå (DiMario, 2004). Ôîðìèðîâàíèå ÿäðûøåê â òåëîôàç-
íîì ÿäðå ïðîèñõîäèò âîêðóã ó÷àñòêîâ õðîìîñîì, ïîëó-
÷èâøèõ íàçâàíèå ÿäðûøêîâûõ îðãàíèçàòîðîâ (ßÎ), èëè
ÿäðûøêîîáðàçóþùèõ ðàéîíîâ õðîìîñîì. Ëîêóñ ßÎ ñî-
äåðæèò êëàñòåð ãåíîâ ðÐÍÊ.

Èçó÷åíèå ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè
ÿäðûøêà — îäíî èç ñàìûõ ñëîæíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
íàïðàâëåíèé èññëåäîâàíèÿ êëåòî÷íîãî ÿäðà. Ýòî ñâÿçàíî
êàê ñ ôèçè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè ýòîãî òåëüöà è äè-
íàìè÷íîñòüþ åãî ñòðóêòóðû, òàê è ñ âåëè÷èíîé åãî ïðî-
òåîìà. Òàê, ïî íîâåéøèì îöåíêàì, ïðîòåîì ÿäðûøêà èç
êëåòîê HeLA ñîñòîèò èç íå ìåíåå ÷åì 489 áåëêîâ (Ander-
sen et al., 2005), èç êîòîðûõ â ôóíêöèîíàëüíîì îòíîøå-
íèè èçó÷åí ëèøü 121 áåëîê (Leung et al., 2003). Ïîñëåä-
íèå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå è ëèòåðàòóðó î ïðî-
ñòðàíñòâåííî-âðåìåíí �îé îðãàíèçàöèè ðèáîñîìíîãî
õðîìàòèíà in situ â àêòèâíûõ ÿäðûøêàõ ìîæíî íàéòè â
ðàáîòå Ïëèññ è ñîàâòîðîâ (Pliss et al., 2005), âûïîëíåí-
íîé íà êëåòêàõ HeLa. Ñîãëàñíî ýòèì äàííûì, ÿäðûøêî-
âàÿ ðÄÍÊ ñóùåñòâóåò â âèäå ìóëüòèãåííûõ õðîìàòèíî-
âûõ ñòðóêòóð âûñîêîãî ïîðÿäêà. Á �îëüøàÿ ÷àñòü ýòèõ
ñòðóêòóð ñîäåðæèò àêòèâíûé õðîìàòèí è ðåïëèöèðóåòñÿ â
ïåðâîé ïîëîâèíå ôàçû S êëåòî÷íîãî öèêëà, ìåíüøàÿ
÷àñòü ñîäåðæèò íåòðàíñêðèáèðóåìûé õðîìàòèí è ðåïëè-
öèðóåòñÿ âî âòîðîé ïîëîâèíå ôàçû S. Òðàíñêðèáèðóþ-
ùèéñÿ ðèáîñîìíûé õðîìàòèí ðàñïîëàãàåòñÿ íà ïîâåðõ-
íîñòè îïèñàííûõ âûøå ìóëüòèãåííûõ ñòðóêòóð. Ïî óëü-
òðàñòðóêòóðíûì äàííûì, ýòà ïîâåðõíîñòü ñîîòâåòñòâóåò
ãðàíèöå ìåæäó ïëîòíûì ôèáðèëëÿðíûì êîìïîíåíòîì
(ÏÔÊ) è ôèáðèëëÿðíûìè öåíòðàìè (ÔÖ) ÿäðûøêà. Ýòè
ïðåäñòàâëåíèÿ îá îðãàíèçàöèè ðèáîñîìíîãî õðîìàòèíà
ïîäòâåðæäàþòñÿ äàííûìè ýïèãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâà-
íèé (Nemeth et al., 2004; Li et al., 2005). Ïî ýòèì äàííûì,
íåãàòèâíàÿ ðåãóëÿöèÿ ãåíîâ ðÐÍÊ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðè
ïîñðåäñòâå ÀÒÔ-çàâèñèìîãî êîìïëåêñà ðåìîäåëèðîâà-
íèÿ õðîìàòèíà NoRC (nucleolar chromatin remodeling
complex), êîòîðûé èíäóöèðóåò «ãëóøåíèå» òðàíñêðèï-
öèè ÷åðåç ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèþ ïðîìîòîðîâ ðèáîñîì-
íûõ ãåíîâ. Ýòîò æå êîìïëåêñ ìàðêèðóåò ïîçäíîðåïëèöè-
ðóþùèéñÿ ðèáîñîìíûé õðîìàòèí è, ïî-âèäèìîìó, îïðå-
äåëÿåò êàê âðåìÿ ðåïëèêàöèè ðÄÍÊ, òàê è ýïèãåíåòè÷å-
ñêîå íàñëåäîâàíèå èíàêòèâèðîâàííîãî ñîñòîÿíèÿ òàêîãî
õðîìàòèíà.

Èçâåñòíî, ÷òî óðîâåíü àêòèâíîñòè ðåîðãàíèçîâàííûõ
ÿäðûøåê îñòàåòñÿ ñòàáèëüíî íèçêèì â òå÷åíèå òåëîôàçû
è â ðàííåé ôàçå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà (Grummt, 2003). Ïî-
âûøåíèå ýòîãî óðîâíÿ ïðîèñõîäèò ñêà÷êîîáðàçíî â ñåðå-
äèíå ôàçû G1 â êëåòêàõ ÷åëîâåêà îáû÷íî ïîñëå ìèãðàöèè
è ñëèÿíèÿ ÿäðûøåê. Èç ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî âûñîêîàêòèâ-
íûå ÿäðûøêè, êàê ïðàâèëî, ñîäåðæàò íåñêîëüêî ßÎ. Ðàñ-
ïðåäåëåíèå ðÄÍÊ â òàêèõ ÿäðûøêàõ èìååò âåñüìà ñëîæ-
íûé õàðàêòåð (Ploton et al., 2004). Ïðè òàêîé ñèòóàöèè
èäåíòèôèêàöèÿ èíäèâèäóàëüíûõ ßÎ â àêòèâíîì ÿäðûø-
êå êëåòîê ÷åëîâåêà ïðåäñòàâëÿåòñÿ âåñüìà ïðîáëåìàòè÷-
íîé, òàê æå êàê è ïîëó÷åíèå òî÷íûõ ñâåäåíèé î äëèíå àê-

òèâèçèðîâàííûõ èíòåðôàçíûõ ÿäðûøêîâûõ îðãàíèçàòî-
ðîâ (ÈßÎ). Äëÿ ïîëíîòû êàðòèíû ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
îïðåäåëåíèå äëèíû èíäèâèäóàëüíîé õðîìîñîìû èëè åå
îïðåäåëåííîãî ó÷àñòêà â èíòåðôàçíîì ÿäðå íà äâóõ (2D)-
è òðåõìåðíûõ (3D) ïðåïàðàòàõ êëåòîê — ýòî ñëîæíàÿ
òåõíè÷åñêàÿ çàäà÷à (Lemke et al., 2002). Ñâÿçàíî ýòî ñ
òåì, ÷òî êîððåêòíîå òðàññèðîâàíèå (äëèíû) âîçìîæíî
ëèøü äëÿ èíäèâèäóàëüíûõ èíòåðôàçíûõ õðîìîñîì ñ âîñ-
ïðîèçâîäèìûì ðèñóíêîì ñåãìåíòèðîâàíèÿ. Ñîâðåìåí-
íûå ìåòîäû ïîëó÷åíèÿ òàêîãî ðèñóíêà ó èíòåðôàçíûõ
õðîìîñîì ðàçðàáîòàíû íåäàâíî è îñíîâàíû íà èñïîëüçî-
âàíèè ìíîãîöâåòíûõ âàðèàíòîâ FISH (Lemke et al., 2002;
Lowenstain et al., 2004). Òàêîé ïîäõîä, îäíàêî, ñîâåðøåí-
íî íåïðèãîäåí äëÿ òðàññèðîâàíèÿ àêòèâíûõ ÈßÎ, ïðåä-
ñòàâëÿþùèõ ñîáîé êëàñòåðû ãåíîâ ðÐÍÊ, ïåðåìåæàþ-
ùèõñÿ ñ âûñîêîâàðèàáåëüíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè
íåêîäèðóþùåé ÄÍÊ (Sylvester et al., 2004).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëà ïîñòàâëåíà çàäà÷à óñòàíîâ-
ëåíèÿ õðîìîñîìíîé ïðèíàäëåæíîñòè èíäèâèäóàëüíûõ
ÈßÎ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Â êà÷åñòâå îáúåêòà èñ-
ñëåäîâàíèé áûëè âûáðàíû êëåòêè ýìáðèîíàëüíîé ïî÷êè
äîìàøíåé ñâèíüè (ïåðåâèâàåìàÿ ëèíèÿ ÑÏÝÂ). Ýòîò
îáúåêò èìååò ðÿä êàðèîòèïè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé, ñèëü-
íî îáëåã÷àþùèõ èññëåäîâàíèå ñòðóêòóðíî-ôóíêöèî-
íàëüíîé îðãàíèçàöèè ÈßÎ. Îñîáåííî õîðîøî ýòè îñî-
áåííîñòè âèäíû ïðè ñîïîñòàâëåíèè êëåòîê ÑÏÝÂ ñ ïåðå-
âèâàåìûìè êëåòêàìè ÷åëîâåêà. Òàê, â êàðèîòèïå ÑÏÝÂ
ñîäåðæàòñÿ äâå ïàðû ßÎ-õðîìîñîì, òîãäà êàê â êóëü-
òèâèðóåìûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà èõ íå ìåíåå ïÿòè (Ìà-
ìàåâà, 2002). Îáå ïàðû ßÎ-õðîìîñîì ÑÏÝÂ ãåòåðîìîð-
ôíû ïî ðàçìåðó ßÎ (Ñòåôàíîâà, Äåìèí, 2006). Òàêîé
ãåòåðîìîðôèçì ãîìîëîãè÷íûõ ßÎ-õðîìîñîì â ëèíèÿõ
÷åëîâåêà íå óñòàíîâëåí. Â íîðìàëüíîì êàðèîòèïå ÷åëî-
âåêà â àêòèâíîì ñîñòîÿíèè íàõîäèòñÿ 6—8 ßÎ-õðîìîñîì
(Heliot et al., 2000), â êàðèîòèïå ÑÏÝÂ — 3—4 ÈßÎ-õðî-
ìîñîìû (Ñòåôàíîâà, Äåìèí, 2006). Äëÿ êëåòîê ÷åëîâåêà
õàðàêòåðíî ñëèÿíèå ÿäðûøåê â ôàçå G1 (DiMario, 2004),
òîãäà êàê â êëåòêàõ ëèíèè ÑÏÝÂ, ïî íàøèì äàííûì,
òàêîãî ñëèÿíèÿ ÿäðûøåê äîâîëüíî ÷àñòî íå ïðîèñõîäèò.
Íàêîíåö, äëÿ êëåòîê ÑÏÝÂ (íî íå ÷åëîâåêà) íåîäíî-
êðàòíî ïîëó÷àëè èçîáðàæåíèÿ ÈßÎ, èìåâøèõ ëèíåéíóþ
èëè áëèçêóþ ê íåé êîíôèãóðàöèþ (Zatsepina et al., 1990,
1996).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðàáîòà âûïîëíåíà íà ïîñòîÿííîé êëåòî÷íîé ëèíèè
ÑÏÝÂ, ïðîèçîøåäøåé èç òêàíè ýìáðèîíàëüíîé ïî÷êè
äîìàøíåé ñâèíüè. Èñïîëüçîâàëè ìîíîñëîéíóþ êóëüòóðó
ÑÏÝÂ èç êîëëåêöèè áàíêà êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà
öèòîëîãèè ÐÀÍ. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ èñïîëüçî-
âàëè êëåòêè 2-ñóòî÷íîé êóëüòóðû, êîòîðóþ âåëè â ÑÎ2-
èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ íà ñðåäå, ñîäåðæàùåé RPMI 1640 è
10 % ñûâîðîòêè êðîâè ýìáðèîíîâ êîðîâ («Áèîëîò», Ðîñ-
ñèÿ). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ êëåòîê ÑÏÝÂ ñ ðàñòÿíó-
òûìè ÿäðàìè ïðèìåíÿëè ðàçðàáîòàííûé íàìè ðàíåå ìå-
òîä, â êîòîðîì íåò ýòàïà ãèïîòîíè÷åñêîé îáðàáîòêè êëå-
òîê (Äåìèí, 1997, 1999), ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè.
Êëåòêè ÑÏÝÂ ñíèìàëè ñ ïîäëîæêè ñ ïîìîùüþ òåôëîíî-
âîãî øïàòåëÿ è ïåðåíîñèëè ïèïåòêîé â ïëàñòèêîâûå
ìèêðîïîáèðêè Eppendorf. Çàêðûòûå êðûøå÷êîé ïðîáèð-
êè ïåðåâîðà÷èâàëè è âñòðÿõèâàëè äî ïîëó÷åíèÿ ñóñïåí-
çèè êëåòîê, êîòîðóþ çàòåì áûñòðî îñàæäàëè ñ ïîìîùüþ
öåíòðèôóãè äëÿ ìèêðîïðîáèðîê (Elphi, Ëàòâèÿ). Îñàäîê
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êëåòîê îòäåëÿëè îò ñóïåðíàòàíòà è ïåðåìåøèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ âîðòåêñà. Ê ðåñóñïåíäèðîâàííîìó êëåòî÷íîìó
îñàäêó îáúåìîì 100 ìêë äîáàâëÿëè 100 ìêë 0.1%-íîãî
ðàñòâîðà íåïîëÿðíîãî äåòåðãåíòà Òðèòîíà Õ-100 (Ferak,
Ãåðìàíèÿ), ñâåæåïðèãîòîâëåííîãî íà ïåðåîñàæäåííîé
ïèòàòåëüíîé ñìåñè, â êîòîðîé ïðîõîäèëî êóëüòèâèðîâà-
íèå ýòèõ êëåòîê. Ñóñïåíçèþ êëåòîê â äåòåðãåíòå â òå÷å-
íèå 0.5—1.0 ìèí ïèïåòèðîâàëè â êàïèëëÿðíîì îáúåìå
ïàñòåðîâñêîé ïèïåòêè, à çàòåì âûëèâàëè â ïðîáèðêó ñ
ìåòàíîëîì è òùàòåëüíî âñòðÿõèâàëè. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè
îäíîêðàòíî ïåðåñàæäàëè â ìåòàíîëå è ïîñëå óäàëåíèÿ
80 ìêë ñóïåðíàòàíòà îñòîðîæíî ïåðåìåøèâàëè. Ïîëó-
÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê ðàñêàïûâàëè íà ïîâåðõíîñòü
ïðåäìåòíûõ ñòåêîë, ñìî÷åííûõ 2%-íûì âîäíûì ðàñòâî-
ðîì Òðèòîíà X-100. Ðàñòâîð äåòåðãåíòà è èçëèøêè ôèê-
ñàòîðà óäàëÿëè ñ ïðåïàðàòîâ ñ ïîìîùüþ ïîëîñîê ôèëü-
òðîâàëüíîé áóìàãè, êîòîðûå ðàçìåùàëè íà ïåðèôåðèè
ïðåäìåòíîãî ñòåêëà. Ïðåïàðàòû äëÿ äâóõìåðíîé (2D)
FISH ãîòîâèëè ïî òàêîé æå ñõåìå, îäíàêî âìåñòî ìåòàíî-
ëà èñïîëüçîâàëè ôèêñèðóþùóþ ñìåñü (ìåòàíîë—ëåäÿ-
íàÿ óêñóñíàÿ êèñëîòà; 3 : 1). Ïîëó÷åííûå ñóõîâîçäóøíûå
ïðåïàðàòû õðàíèëè â ãåðìåòè÷íî çàïå÷àòàííîì áîêñå
ïðè –20 °Ñ âïëîòü äî èñïîëüçîâàíèÿ.

Ðàñïðåäåëåíèå ÄÍÊ â ÿäðå è ÿäðûøêå èçó÷àëè íà
ïðåïàðàòàõ, îêðàøåííûõ DAPI (Sigma, CØÀ), ïðè ìàê-
ñèìàëüíîì îïòè÷åñêîì ðàçðåøåíèè øèðîêîïîëüíîãî
ìèêðîñêîïà. Îêðàøèâàíèå îñóùåñòâëÿëè ïóòåì 10-ìè-
íóòíîé èíêóáàöèè ïðåïàðàòîâ â 0.1 Ì áóôåðíîì ðàñòâî-
ðå PBS (pH 7.0), cîäåðæàùåì DAPI â êîíöåíòðàöèè
0.1 ìêã/ìë. Îêðàøåííûå ïðåïàðàòû îïîëàñêèâàëè ÐBS
è çàêëþ÷àëè â ïðîïèëãàëàò (Sigma, ÑØÀ) ïîä ïîê-
ðîâíîå ñòåêëî äëÿ ïðîâåäåíèÿ íàáëþäåíèé ìåòîäàìè
ôàçîâî-êîíòðàñòíîé è ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè.
Ìîðôîìåòðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ ñåðèéíûõ îïòè÷åñêèõ ñå-
÷åíèé ÿäåð, ñôîòîãðàôèðîâàííûõ ñ øàãîì 0.5 ìêì, îñó-
ùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageTool 3.0. Íà
îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ èçìåðåíèé îïðåäåëÿëè ìàêñèìà-
ëüíîå (ïî ïëîùàäè) îïòè÷åñêîå ñå÷åíèå êëåòêè èëè ÿäðà
è åãî ìîðôîìåòðè÷åñêèå ïàðàìåòðû. ßÎ ìèòîòè÷åñêèõ è
èíòåðôàçíûõ õðîìîñîì îêðàøèâàëè àçîòíîêèñëûì ñå-
ðåáðîì (Howell, Black, 1980).

Ôëóîðåñöåíòíóþ ãèáðèäèçàöèþ in situ ñ áèîòèíè-
ëèðîâàííîé ïðîáîé 28S + 18S ðÄÍÊ èç êîñìèäíîé áèá-
ëèîòåêè íîðêè (Christnsen et al., 1996) îñóùåñòâëÿëè ïî
ïðîòîêîëó, ïîäðîáíî îïèñàííîìó â ïðåäûäóùåì ñîîá-
ùåíèè (Ñòåôàíîâà, Äåìèí, 2006). Ôîòîãðàôèðîâàíèå
ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè íà ìèêðîñêîïàõ Axiophot (Opton)
è Vanox T (Olympus) ñ ïîìîùüþ êàê ïëåíî÷íîé, òàê è
öèôðîâîé êàìåðû (4-ìåãàïèêñåëüíàÿ êàìåðà Olympus
C-4000Z c 8-áèòíûì öâåòîì). Êëåòêè, îêðàøåííûå àçîò-
íîêèñëûì ñåðåáðîì, ôîòîãðàôèðîâàëè íà ïëåíêó ìèê-
ðàò-èçîïàí, à ïðåïàðàòû FISH — íà ïëåíêó À2Ø («Òàñ-
ìà», Ðîññèÿ). Ïîëó÷åííûå íåãàòèâû îöèôðîâûâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ñêàíåðà äëÿ ïëåíîê ScanWit 2720S (Acer) ñ
îïòè÷åñêèì ðàçðåøåíèåì 2700 dpi. Ðàçðåøåíèå ïîëó÷åí-
íûõ èçîáðàæåíèé ïðè ýòîì ñîñòàâëÿëî 27 ïèêñåëåé íà
1 ìêì îáúåêòà.

Ìîðôîìåòðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ ïîñåðåáðåííûõ ÈßÎ
è äîìåíîâ ðÄÍÊ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì
AdobePhotoshop 5.0 LE è ImageTool 3.0. Ñòàòèñòè÷åñêóþ
îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ïðîãðàìì Statistica 5.0 è Excel. Îïðåäåëåíèå ñòàòè-
ñòè÷åñêè çíà÷èìîé ðàçíèöû ñðåäíèõ çíà÷åíèé èçó÷àå-
ìûõ ïàðàìåòðîâ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ t-òåñòà (êðè-
òåðèÿ Ñòüþäåíòà).

Ðåçóëüòàòû

Íà ïîëó÷åííûõ íàìè ïðåïàðàòàõ êëåòîê ÑÏÝÂ, îá-
ðàáîòàííûõ Òðèòîíîì X-100 è çàôèêñèðîâàííûõ ìåòà-
íîëîì, ïðåîáëàäàëè ñêîïëåíèÿ êëåòîê ñ ýëëèïñîèäíûì
èëè ñôåðè÷åñêèì ÿäðîì äèàìåòðîì 9—16 ìêì. Íàðÿäó ñ
íèìè íà ïðåïàðàòàõ â çíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå âñòðå÷à-
ëèñü îäèíî÷íûå êëåòêè ñ ÿäðîì, ñïëþùåííûì äî âûñî-
òû 2—3 ìêì. Ñïëþùåííûå ÿäðà íàáëþäàëè òàêæå ó îò-
äåëüíûõ êëåòîê íà ïåðèôåðèè êëåòî÷íûõ ñêîïëåíèé.
Ðàñïðåäåëåíèå ÄÍÊ â ÿäðûøêàõ êëåòîê ñî ñïëþùåííûì
ÿäðîì ÷àùå âñåãî èìåëî äâóõìåðíûé (2D) äëÿ ñâåòîâîé
ìèêðîñêîïèè õàðàêòåð â îòëè÷èå îò îñòàëüíûõ êëåòîê,
ãäå îíî áûëî ÿâíî òðåõìåðíûì (3D). Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî
2D-îáúåêòû àíàëèçèðîâàòü ãîðàçäî ïðîùå, ÷åì 3D-îáú-
åêòû, â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ñîñðåäîòî÷èëèñü íà èçó÷å-
íèè ÈßÎ êëåòîê ñî ñïëþùåííûì ÿäðîì. Ñðåäè íèõ íàìè
áûëè íàéäåíû êëåòêè òðåõ òèïîâ. Â ïðèâåäåííîé íèæå
õàðàêòåðèñòèêå âûäåëåííûõ òèïîâ óêàçàíû ëàòåðàëüíûå
ðàçìåðû êëåòîê è ÿäåð â ïëîñêîñòè ìàêñèìàëüíîãî (ïî
ïëîùàäè) îïòè÷åñêîãî ñå÷åíèÿ ïîñëåäíèõ ïî îñè x, y
c âåòîâîãî ìèêðîñêîïà.

Êëåòêè ïåðâîãî òèïà îêðóãëûå, ñîäåðæàò îäèí øèðî-
êèé è êîðîòêèé öèòîïëàçìàòè÷åñêèé îòðîñòîê ñ îïòè÷å-
ñêè ïëîòíîé ýíäîïëàçìîé è ïîëóïðîçðà÷íîé ýêòîïëàç-
ìîé è îäèí èëè íåñêîëüêî ìåëêèõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
îòðîñòêîâ òàêîãî æå ñòðîåíèÿ (ðèñ. 1, à—ã). Ðàçìåð êëåò-
êè — 11—13 ìêì ïî ìàëîìó äèàìåòðó è 13—15 ìêì ïî
áîëüøîìó, ðàçìåð ÿäðà — (10—11)�(11—12) ìêì. Â
ïëîñêîñòè ïðåïàðàòà ÿäðî èìååò îâàëüíóþ èëè (ðåæå)
îêðóãëóþ êîíôèãóðàöèþ. Êîíòóð ÿäðà ðîâíûé, ñ íåçíà-
÷èòåëüíûìè âûñòóïàìè è èíâàãèíàöèÿìè. Áëèæå ê ýêâà-
òîðèàëüíîìó ñå÷åíèþ ÿäðà íàáëþäàþòñÿ 2—3 êîìïàêò-
íûõ ÿäðûøêà è 1 íóêëåîëîíåìíîå. Â ÿäðûøêàõ áîëåå
ìåëêèõ êëåòîê ýòîãî òèïà âûÿâëÿþòñÿ 3 èëè 4 DAPI-
ïîçèòèâíûå ëèíåàðèçîâàííûå ÷åòêîâèäíûå ñòðóêòóðû
(ðèñ. 1, á). Ïðè ýòîì â ñàìîé êðóïíîé (ïî ïëîùàäè)
ñòðóêòóðå îáû÷íî âûÿâëÿåòñÿ ÿðêî ôëóîðåñöèðóþùèé
áëîê õðîìàòèíà. Â áîëåå êðóïíûõ êëåòêàõ ýòîãî òèïà íà-
áëþäàåòñÿ òîëüêî îäíà, ðåæå äâå ëèíåàðèçîâàííûå ÷åò-
êîâèäíûå ñòðóêòóðû â ÿäðûøêàõ, ïðèìûêàþùèõ ê ïåðè-
ôåðèè ÿäðà (ðèñ. 1, ã). Ðàñïðåäåëåíèå ÄÍÊ â îñòàëüíûõ
ÿäðûøêàõ êðóïíûõ êëåòîê èìååò äèôôóçíûé õàðàêòåð.
Âî âñåõ êëåòêàõ äàííîãî òèïà âûÿâëÿþòñÿ âíóòðèÿäåð-
íûå è ïåðèôåðè÷åñêèå êîíäåíñàòû õðîìàòèíà.

Êëåòêè âòîðîãî òèïà — êðóïíûå, (15—17)� (20—
24) ìêì, ñ àöåíòðè÷íî ðàñïîëîæåííûì îâàëüíûì ÿäðîì
(10—11)�(11—12) ìêì (ðèñ. 1, æ, è), ñîäåðæàò îäèí
êðóïíûé îòðîñòîê öèòîïëàçìû â âèäå øèðîêîãî ÿçûêà,
îòõîäÿùåãî îò ãðàíèöû ÿäðà íà 7—9 ìêì. Ýíäîïëàçìà
íåîäíîðîäíàÿ, âîëîêíèñòàÿ. Ýêòîïëàçìà îäíîðîäíàÿ, îï-
òè÷åñêè ïëîòíàÿ, ñîäåðæèò îäèí èëè íåñêîëüêî êîðîòêèõ
âûñòóïîâ. Ñðåäè êëåòîê äàííîãî òèïà ìîæíî âûäåëèòü
äâà ïîäòèïà, ÷åòêî ðàçëè÷àþùèõñÿ ìåæäó ñîáîé ïî
ñòðóêòóðå õðîìàòèíà è ÿäðûøåê. Êëåòêè ïåðâîãî ïîäòè-
ïà ïî÷òè íå ñîäåðæàò êîíäåíñàòîâ õðîìàòèíà âíóòðè è
íà ïåðèôåðèè ÿäðà (ðèñ. 1, æ, ç). Â íèõ îáíàðóæèâàþòñÿ
2—4 íóêëåîëîíåìíûõ ÿäðûøêà ñ ëèíåàðèçîâàííûìè
DAPI-ïîçèòèâíûìè ñòðóêòóðàìè (ðèñ. 1, æ, ç). Êëåòêè
âòîðîãî ïîäòèïà, íàïðîòèâ, ñîäåðæàò çíà÷èòåëüíîå êî-
ëè÷åñòâî êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà âíóòðè è íà ïå-
ðèôåðèè ÿäðà (ðèñ. 1, è, ê). Â íèõ îáíàðóæèâàþòñÿ
1—2 êîìïàêòíûõ è 1—3 íóêëåîëîíåìíûõ ÿäðûøêà, ðàñ-
ïðåäåëåíèå ÄÍÊ â êîòîðûõ èìååò ÷åòêîâèäíûé õàðàêòåð
(ðèñ. 1, è, ê). Ïðè ýòîì â ñàìîì êðóïíîì èç êîìïàêòíûõ
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ÿäðûøåê â ñîñòàâå ÷åòêîâèäíîé DAPI-ïîçèòèâíîé
ñòðóêòóðû îáû÷íî âûÿâëÿåòñÿ ÿðêî ôëóîðåñöèðóþùèé
áëîê õðîìàòèíà.

Êëåòêè òðåòüåãî òèïà — ïðîìåæóòî÷íûå ïî ðàçìå-
ðàì ÿäðà è öèòîïëàçìû ìåæäó êëåòêàìè ïåðâîãî è âòîðî-
ãî òèïîâ (ðèñ. 1, ä). Ïî ñòðîåíèþ öèòîïëàçìû îíè áëèæå
ê êëåòêàì ïåðâîãî òèïà, ïî ðàçâèòîñòè è ïëîùàäè îòðî-
ñòêîâ öèòîïëàçìû — ê êëåòêàì âòîðîãî òèïà; ÷àñòî ñî-
äåðæàò íåñêîëüêî îòðîñòêîâ, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ïî-
äâèæíûõ êëåòîê. Ñóäÿ ïî ýòîìó ïðèçíàêó, êëåòêè äàííî-
ãî òèïà ñïîñîáíû ê àêòèâíîé ìèãðàöèè. Îíè ñîäåðæàò
ïðåèìóùåñòâåííî êîìïàêòíûå ÿäðûøêè (3—4), äèôôóç-
íî îêðàøèâàþùèåñÿ DAPI, à òàêæå çíà÷èòåëüíîå êîëè-
÷åñòâî êîíäåíñàòîâ õðîìàòèíà íà ïåðèôåðèè è âíóòðè
ÿäðà (ðèñ. 1, å).

Äëÿ ñîîòíåñåíèÿ êîëîêàëèçóþùèõñÿ ñ ÿäðûøêîì
DAPI-ïîçèòèâíûõ ñòðóêòóð ñ èíòåðôàçíûìè ÈßÎ, ïîä
êîòîðûìè â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîíèìàþò ëîêóñû ðÄÍÊ

(Hernandez-Verdun, Roussel, 2003), áûëî îñóùåñòâëåíî
ðÄÍÊ-FISH-îêðàøèâàíèå. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñ ïîìî-
ùüþ ýòîãî ìåòîäà âûÿâëÿþòñÿ àíàëîãè÷íûå ÿäðûøêî-
âûå ñòðóêòóðû (ðèñ. 2, à—â). Â õîäå àíàëèçà ïðåïàðàòîâ
2D FISH áûëî îáíàðóæåíî òàêæå, ÷òî ÿâíî ðåäóïëèöèðî-
âàííûå ëèíåàðèçîâàííûå ÈßÎ íå èìåëè íèêàêèõ ïðè-
çíàêîâ ðàñùåïëåíèÿ ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä. Òàêèå ÈßÎ
âûãëÿäåëè êàê ïîïåðå÷íî èñ÷åð÷åííûå, à íå ÷åòêîâèä-
íûå ñòðóêòóðû (ðèñ. 2, ã). Òàêèì îáðàçîì, ñ ó÷åòîì äàííûõ
ðÄÍÊ-FISH ëèíåàðèçîâàííûå DAPI-ïîçèòèâíûå ñòðóê-
òóðû, êîëîêàëèçóþùèåñÿ ñ ÿäðûøêàìè â êëåòêàõ ÑÏÝÂ,
ìîæíî ñ÷èòàòü ÈßÎ.

Åùå îäèí ñïîñîá âûÿâëåíèÿ àêòèâíûõ ÈßÎ — äèô-
ôåðåíöèàëüíîå îêðàøèâàíèå àçîòíîêèñëûì ñåðåáðîì.
Ðåïðåçåíòàòèâíûé âèä ïîñåðåáðåííîãî ïðåïàðàòà èíòåð-
ôàçíûõ êëåòîê ÑÏÝÂ, íàíåñåííûõ íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî
ïîñëå îáðàáîòêè Òðèòîíîì Õ-100 è ôèêñàöèè ìåòàíî-
ëîì, ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 3. Ýòî èçîáðàæåíèå ïîëó÷åíî
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Ðèñ. 1. Ôèêñèðîâàííûå ìåòàíîëîì êëåòêè ëèíèè ÑÏÝÂ, ðàñòÿíóòûå ïî ïîâåðõíîñòè ïðåäìåòíîãî ñòåêëà è ñèëüíî óïëîùåííûå
áåç ïðåäîáðàáîòêè â óñëîâèÿõ ãèïîòîíèè, ñîäåðæàò ôàçîâî-êîíòðàñòíûå è DAPI-ïîçèòèâíûå ëèíåéíûå ñòðóêòóðû â äîìåíå

ÿäðûøåê.

à—ã — äâå êëåòêè òèïà I: êëåòêà (à, á) ïðåäïîëîæèòåëüíî çàôèêñèðîâàíà â ðàííåì ïåðèîäå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà, êëåòêà (â, ã) — âî âòîðîé ïîëîâèíå
ïåðèîäà G1; ä, å — õàðàêòåðíàÿ êëåòêà òèïà III, ïðåäïîëîæèòåëüíî çàôèêñèðîâàíà â ïåðâîé ïîëîâèíå S-ïåðèîäà êëåòî÷íîãî öèêëà; æ—ê — êëåòêè
òèïà II: êëåòêà (æ, ç) ïðèíàäëåæèò ïîäòèïó I, êîòîðûé, ñêîðåå âñåãî, îáúåäèíÿåò êëåòêè, çàôèêñèðîâàííûå â ïîçäíåì S-ïåðèîäå; êëåòêà (è, ê) ïðèíàä-
ëåæèò ïîäòèïó II, ãðóïïèðóþùåìó êëåòêè, çàôèêñèðîâàííûå â G2-ïåðèîäå; ãîëîâêè ñòðåëîê óêàçûâàþò íà ÿðêî ôëóîðåñöèðóþùèé òåðìèíàëüíûé
ñèãíàë íà ñàìîé êðóïíîé èç ëèíåéíûõ DAPI-ïîçèòèâíûõ ñòðóêòóð â äîìåíå ÿäðûøåê. Îäíè è òå æå êëåòêè íàáëþäàëè ìåòîäîì ôàçîâîãî êîíòðàñòà (à,

â, ä, æ, è) è ïîñëå îêðàøèâàíèÿ DAPI (á, ã, å, ç, ê). Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 5 ìêì.

Fig. 1. Phase contrast and DAPI-positive linear structures in the nucleolar domain of methanol fixed PK cells that were surface stretched
and heavily flattened without hypotonic pretreatment.

The same individual cells are shown in phase contrast and after DAPI-staining. à—ã — two cells of type I: putative early (à, á) and middle-late G1 cell (â, ã); ä, å —
characteristic cell of type III: putative early-middle S phase cell; æ—ê — cells of type II: cell (æ, ç) belongs to subtype I that combines putative late S phase cells,
while cell (è, ê) belongs to subtype II that groups putative G2 cells; arrowheads indicate prominent terminal signal on the largest linear DAPI-positive structure in

the nucleolar domain. à, â, ä, æ, è — phase contrast; á, ã, å, ç, ê — DAPI-staining. Scale bar — 5 mm.



ïðè ìàêñèìàëüíîì ðàçðåøåíèè îáû÷íîãî, øèðîêîïîëü-
íîãî ìèêðîñêîïà. Õîðîøî âèäíî, ÷òî ïîñåðåáðåííûå
ÈßÎ (Ag+-ÈßÎ) âî âñåõ áåç èñêëþ÷åíèÿ ÿäðàõ íàõîäÿòñÿ
â îäíîé ôîêàëüíîé ïëîñêîñòè ìèêðîñêîïà è õîðîøî ðàñ-
ïðàâëåíû.

Òàêèì îáðàçîì, ïîñëå ïðîöåäóðû ñåðåáðåíèÿ â êèñ-
ëîé ñðåäå ÿäðà êëåòîê ÑÏÝÂ çàìåòíî ðàñòÿãèâàþòñÿ è
óïëîùàþòñÿ, ñòàíîâÿñü äâóõìåðíûìè (2D) äëÿ øèðîêî-
ïîëüíîé ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè.

Â 2D-ÿäðàõ ÷àùå âñåãî âèäíû ÷åòûðå, ðåæå òðè è
èíîãäà äâà ÿäðûøêà ñ Ag+-ÈßÎ. Ëèíåéíûå ðàçìåðû
Ag+-ÈßÎ â èíäèâèäóàëüíîì ÿäðå è â ðàçíûõ ÿäðàõ âàðü-
èðóþò â øèðîêèõ ïðåäåëàõ. Òåì íå ìåíåå ïî÷òè â êàæ-
äîì ÿäðå ìîæíî çàìåòèòü îò 1 äî 3 äëèííûõ Ag+-ÈßÎ,
êîòîðûå èìåþò âèä ÷åòêîâèäíûõ ñòðóêòóð. Ýòè ñòðóêòó-
ðû ìîãóò áûòü óëîæåíû â ÿäðûøêå â âèäå ìåàíäðà ñ ðàñ-
òÿíóòûìè, ñáëèæåííûìè è äàæå ïåðåêðûâàþùèìèñÿ
âèòêàìè, à òàêæå èìåòü ëèíåéíóþ êîíôèãóðàöèþ. Àðãåí-
òîôèëüíûå áóñèíû, ìàðêèðóþùèå Ag+-ÈßÎ, ìîãóò ïðè-
ìûêàòü îäíà ê äðóãîé. Îäíàêî ÷àùå îíè ðàçîáùåíû áî-
ëåå ñâåòëûìè ó÷àñòêàìè, êîòîðûå ëèáî âîâñå íå îêðàøå-
íû, ëèáî ñîäåðæàò îäíó èëè æå äâå áîëåå ñëàáî îêðàøåí-
íûå íèòåâèäíûå õðîìàòèäû (ðèñ. 4). Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå
îíè ìîãóò ðàñïîëàãàòüñÿ ïàðàëëåëüíî ëèáî èìåòü âèä
ïëåêòîíåìè÷åñêîé ñïèðàëè. Õðîìàòèäû, âûÿâëÿåìûå â
ñîñòàâå Ag+-ÈßÎ, òàêæå íåîäíîðîäíû. Îíè ìîãóò ñîäåð-
æàòü áîëåå òåìíûå óòîëùåíèÿ, êîòîðûå â îäíîíèò÷àòûõ
ó÷àñòêàõ èëè â ìåñòå ïåðåêðóòà äâóíèò÷àòûõ õðîìàòèä
îáû÷íî âûãëÿäÿò êàê îäèíî÷íàÿ áóñèíà, à â äâóíèò÷àòûõ
ó÷àñòêàõ ðàñïîëîæåíû êîëàòåðàëüíî èëè èìåþò âèä ñïà-
ðåííûõ áóñèí. Àðãåíòîôèëüíûå ñåãìåíòû â ñîñòàâå
«äâóíèò÷àòûõ» ëèíåàðèçîâàííûõ ÈßÎ èìåëè âèä ïîïå-
ðå÷íûõ äèñêîâ è(èëè) êðóïíûõ áóñèí. Â íåêîòîðûõ ñëó-
÷àÿõ ìîæíî áûëî ðàçëè÷èòü, ÷òî ïîñëåäíèå ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé ñòîïêó ñáëèæåííûõ äèñêîâ. Øèðèíà «äâóíèò-
÷àòîãî» Ag+-ÈßÎ â çîíå àðãåíòîôèëèè ïðèìåðíî âäâîå
ïðåâîñõîäèëà òàêîâóþ â «îäíîíèò÷àòûõ» Ag+-ÈßÎ
(ðèñ. 4). Àðãåíòîôèëüíûå ñåãìåíòû â ñîñòàâå «îäíîíèò-
÷àòûõ» Ag+-ÈßÎ èìåëè âèä áóñèí 0.6—0.8 ìêì â ôîðìå
øàðèêà èëè ÷å÷åâè÷êè. Êðîìå «îäíîíèò÷àòûõ» è «äâó-
íèò÷àòûõ» ÈßÎ âñòðå÷àëèñü Ag+-ÈßÎ ñìåøàííîãî òèïà,
ñîäåðæàùèå äâóíèò÷àòûå è îäíîíèò÷àòûå ó÷àñòêè è àð-
ãåíòîôèëüíûå çîíû îáîèõ âûøåóêàçàííûõ òèïîðàçìå-
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Ðèñ. 2. Äîìåíû ðÄÍÊ-FISH â ðàñòÿíóòûõ èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ ÑÏÝÂ èìåþò ëèíåéíóþ êîíôèãóðàöèþ è ÷åòêîâèäíóþ (à—â) èëè
äèñêîèäàëüíóþ (ã) ñòðóêòóðó.

Ãîëîâêè ñòðåëîê óêàçûâàþò íà ÿðêî ôëóîðåñöèðóþùèé òåðìèíàëüíûé ñèãíàë íà ñàìîé êðóïíîé èç ëèíåéíûõ ñòðóêòóð â äîìåíå ðÄÍÊ. Ìàñøòàáíàÿ
ëèíåéêà — 5 ìêì.

Fig. 2. rDNA-FISH domains of surface stretched interphase PK cells with linear and necklace-like configuration (à—â), and banded (ã)
structure.

Arrowheads indicate prominent terminal signal on the largest linear structure in rDNA domain. Scale bar — 5 mm.

Ðèñ. 3. Ðåïðåçåíòàòèâíûé âèä 2D-ïðåïàðàòà êëåòîê ÑÏÝÂ,
ôèêñèðîâàííûõ ìåòàíîëîì, ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ñåðåáðîì (Ho-

well, Black, 1980).

Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 5 ìêì.

Fig. 3. Representative view of 2D preparation of methanol fixed
PK cells after silver staining of nucleolus organizers. According to:

Howell, Black, 1980.

Scale bar — 5 mm.



ðîâ. Âñåãî íàìè áûëî èçó÷åíî 478 èçîáðàæåíèé ðàñòÿíó-
òûõ ÿäåð. Ïðè ýòîì 151 èç íèõ ñîäåðæàëî õîòÿ áû îäèí
«äâóíèò÷àòûé» ÈßÎ, ñðåäè êîòîðûõ íå áûëî íàéäåíî íè
îäíîãî Ag+-ÈßÎ ñ äâóíèò÷àòîé çîíîé àðãåíòîôèëèè.

Èç 478 ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ÿäåð 105 (21.9 %) ñîäåð-
æàëè îò îäíîãî äî ÷åòûðåõ õîðîøî ðàçðåøåííûõ ëèíåà-

ðèçîâàííûõ Ag+-ÈßÎ. Ìû ïîïûòàëèñü îñóùåñòâèòü õðî-
ìîñîìíóþ èäåíòèôèêàöèþ õîòÿ áû íåêîòîðûõ èç íèõ ïî
ðèñóíêó Ag+-ÈßÎ. Ñõåìà è ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííîé
õðîìîñîìíîé èäåíòèôèêàöèè ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4. Íà
ïåðâîì ýòàïå áûëè îòîáðàíû ÿäðà ñ ÷åòûðüìÿ Ag+-ÈßÎ,
ìèíèìóì òðè èç êîòîðûõ áûëè ïðåäñòàâëåíû äëèííûìè
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Ðèñ. 4. Õðîìîñîìíàÿ ïðèíàäëåæíîñòü âîñïðîèçâîäèìûõ ïàòòåðíîâ ñåðåáðåíèÿ èíòåðôàçíûõ ÿäðûøêîâûõ îðãàíèçàòîðîâ (ÈßÎ) èç
êëåòîê ÑÏÝÂ, ôèêñèðîâàííûõ ìåòàíîëîì.

I—IV — õàðàêòåðíûå èçîáðàæåíèÿ 2D-ÿäðà ñ ÷åòûðüìÿ ÿäðûøêàìè, ÷àñòü èç êîòîðûõ ñîäåðæèò äèñêîèäàëüíûå (I) èëè ÷åòêîâèäíûå (II—IV) ÈßÎ ëè-
íåéíîé êîíôèãóðàöèè; îáðàìëåííûå ÈßÎ ïðèíàäëåæàò êëåòêàì I—IV. 8a è 8 èëè 10L èëè 10S — ìàðêèðîâêà ðÿäîâ ÈßÎ äëÿ ãîìîëîãîâ ãåòåðîìîðôíûõ
ïàð õðîìîñîì 8 èëè 10; ðÿäû ÈßÎ îáúåäèíÿþò ãîìîëîãè÷íûå ñòðóêòóðû; ñòðåëêè óêàçûâàþò íà ãðàíèöû àìïëèôèöèðîâàííîãî ó÷àñòêà â ñîñòàâå

ÈßÎ. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 5 ìêì.

Fig. 4. Chromosomal affiliation of reproducible silver staining patterns of interphase nucleolus organizers (INOs) of methanol fixed PK
cells.

I—IV — characteristic images of 2D nucleus with four nucleoli, containing banded (I) or beaded (II—IV) INOs of linear configuration; framed INOs belong to
cells (I—IV). 8a and 8, or 10L and 10S mark rows for heteromorphous pairs of chromosomes 8 or 10, INOs rows unite homologous structures; arrows show boun-

daries of an amplified region of INO. Scale bar — 5 mm.



ñòðóêòóðàìè ïðîñòîé êîíôèãóðàöèè (ðèñ. 4, ÿäðà I—III).
Ýòè ñòðóêòóðû áûëè âûðåçàíû è ðàíæèðîâàíû ïî äëèíå
è ñõîäñòâó ðèñóíêà ÈßÎ ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî Ag+-ÈßÎ
õðîìîñîìû 8à äîëæåí áûòü ñàìûì äëèííûì è ñîäåðæàòü
äîâåñîê, êîòîðîãî íåò íà ãîìîëîãè÷íîì ÈßÎ (ðèñ. 4,
ðàñêëàäêè I—III). Íà âòîðîì ýòàïå èäåíòèôèêàöèè ìû
ïðèâëåêàëè ÿäðà ñ ÷åòûðüìÿ Ag+-ÈßÎ, ñðåäè êîòîðûõ
äâà-òðè áûëè âûñîêîðàçðåøåííûìè è õîòÿ áû îäíî èç
íèõ èìåëî ëèíåéíóþ êîíôèãóðàöèþ (ðèñ. 4, ÿäðî IV). Íà
îñíîâàíèè ñ÷åòà Ag+-áóñèí â âûñîêîðàçðåøåííûõ ÈßÎ
îñóùåñòâëÿëè ïðåäâàðèòåëüíóþ õðîìîñîìíóþ èäåíòè-
ôèêàöèþ ïîñëåäíèõ. Ïðåäâàðèòåëüíûå ðåçóëüòàòû óòî÷-
íÿëè ñîïîñòàâëåíèåì ðèñóíêà ñåðåáðåíèÿ ÈßÎ, èäåíòè-
ôèöèðîâàííûõ íà ïåðâîì ýòàïå, è òåñòèðóåìûõ ÈßÎ.
Ïðè âûñîêîé ãîìîëîãèè ðèñóíêîâ õðîìîñîìíóþ ïðèíàä-
ëåæíîñòü òåñòèðóåìîãî Ag+-ÈßÎ ñ÷èòàëè îêîí÷àòåëüíî
óñòàíîâëåííîé, è åãî èçîáðàæåíèå ïîìåùàëè â ñîîòâåò-
ñòâóþùèé ãîìîëîãè÷íûé ðÿä. Ïî ìåðå çàïîëíåíèÿ ýòèõ
ðÿäîâ ôîðìèðîâàëñÿ áàíê èçîáðàæåíèé Ag+-ÈßÎ èçâåñò-
íîé õðîìîñîìíîé ïðèíàäëåæíîñòè. Ðåïðåçåíòàòèâíûé
ôðàãìåíò òàêîãî áàíêà, óäîâëåòâîðèòåëüíî îòðàæàþùèé
ïîëèìîðôèçì ëèíåàðèçîâàííûõ Ag+-ÈßÎ, ïðåäñòàâëåí
íà ðèñ. 4.

Ðåçóëüòàòû ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà ÈßÎ êëåòîê
ÑÏÝÂ èç áàíêà èçîáðàæåíèé Ag+-ÈßÎ óñòàíîâëåííîé
õðîìîñîìíîé ïðèíàäëåæíîñòè ïðèâåäåíû â òàáëèöå. Ïî
ýòèì äàííûì, Ag+-ÈßÎ õðîìîñîìû 8à â ñðåäíåì íà
1.4 ìêì, èëè â 1.13 ðàçà, äëèííåå òàêîâîãî õðîìîñîìû 8,
íà 4.9 ìêì, èëè â 1.7 ðàçà, äëèííåå 10L, à òàêæå íà
5.6 ìêì, èëè â 1.88 ðàçà, áîëüøå òàêîâîãî õðîìîñîìû
10S. Ñîïîñòàâëåíèå äëèí Ag+-ÈßÎ äðóãèõ õðîìîñîì íà-
áîðà òàêæå äàëî ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìóþ ðàçíèöó. Òàê, â
ñðåäíåì äëèíà ýòèõ ñòðóêòóð ðàçëè÷àëàñü ìåæäó õðîìî-
ñîìàìè 8 è 10L íà 2.8 ìêì, èëè â 1.38 ðàçà, ìåæäó õðîìî-

ñîìàìè 8 è 10S — íà 3.6 ìêì, èëè â 1.56 ðàçà, à ìåæäó
õðîìîñîìàìè 10L è 10S — íà 0.02 ìêì, èëè â 1.03 ðàçà.
Êîãäà ýòî ïðåäñòàâëÿëîñü âîçìîæíûì, ìû âû÷èñëÿëè îò-
íîøåíèå äëèí Ag+-ÈßÎ äëÿ ïàð ëèíåàðèçîâàííûõ õðî-
ìîñîì èíäèâèäóàëüíîé êëåòêè. Ýòîò èíäåêñ äëèí õðîìî-
ñîì âàðüèðîâàë â ñëåäóþùåì äèàïàçîíå çíà÷åíèé äëÿ
õðîìîñîìíûõ ïàð: 8à/8 — îò 1.02 äî 1.74 ñî ñðåäíèì
1.24 ± 0.03; 8à/10L — îò 1.00 äî 2.42 (1.81 ± 0.06),
8à/10S — îò 1.33 äî 2.62 (2.11 ± 0.08).

Êîëè÷åñòâî Ag+-áóñèí, ïðèõîäÿùèõñÿ íà îäèí ÈßÎ,
ñ öåëüþ ñíèæåíèÿ ñóáúåêòèâíîñòè ñ÷åòà îïðåäåëÿëè
òîëüêî äëÿ ÈßÎ ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì ñòðóêòóðû.
Îêàçàëîñü, ÷òî ÈßÎ õðîìîñîìû 8à ñîäåðæàë Ag+-áóñèí
â ñðåäíåì íà 3.2, èëè â 1.2 ðàçà, áîëüøå, ÷åì ÈßÎ õðîìî-
ñîìû 8; íà 7.7, èëè â 1.67 ðàçà, áîëüøå, ÷åì ÈßÎ õðîìî-
ñîìû 10L, è íà 9.0 èëè â 1.88 ðàçà, áîëüøå, ÷åì ÈßÎ õðî-
ìîñîìû 10S. ÈßÎ õðîìîñîì 8 è 10L ðàçëè÷àëèñü â ñðåä-
íåì íà 3.8 Ag+-áóñèíû, èëè â 1.33 ðàçà, ÈßÎ õðîìîñîì 8
è 10S — íà 5.2 Ag+ -áóñèíû, èëè â 1.51 ðàçà, è ÈßÎ õðî-
ìîñîì 10L è 10S — íà 0.8 Ag+-áóñèíû, èëè â 1.08 ðàçà.
Äîïîëíèòåëüíî íàìè áûëî âû÷èñëåíî îòíîøåíèå êîëè-
÷åñòâà Ag+-áóñèí íà áîëåå äëèííîì ÈßÎ ê òàêîâîìó íà
ìåíüøåì ÈßÎ â èíäèâèäóàëüíîé êëåòêå. Ýòîò èíäåêñ
âàðüèðîâàë â ñëåäóþùåì äèàïàçîíå çíà÷åíèé äëÿ ñîïî-
ñòàâëÿåìûõ ïàð õðîìîñîì: 8à/8 — 1.12—1.54 ñî ñðåäíèì
çíà÷åíèåì 1.26 ± 0.02, 8à/10L — 1.31—2.56 (1.81 ± 0.06),
8a/10S — 1.67—2.88 (2.12 ± 0.09), 8/10L — 1.00—2.22
(1.44 ± 0.05), 8/10S — 1.25—2.50 (1.69 ± 0.10), 10L/10S —
1.00—1.67 (1.20 ± 0.05). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äèñïåð-
ñèè è ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äëÿ èíäåêñà äëèí è èíäåêñà êî-
ëè÷åñòâà Ag+-áóñèí äëÿ âñåõ ßÎ-õðîìîñîì íàáîðà ïî÷òè
ñîâïàäàëè. Ðàçëè÷èÿ êàñàëèñü ðàçìàõà èçìåí÷èâîñòè.
Â íåêîòîðûõ êàðèîòèïàõ ÈßÎ õðîìîñîì 8à, 8 è 10L ìîã-
ëè íå ðàçëè÷àòüñÿ ìåæäó ñîáîé ïî äëèíå, íî âñåãäà îòëè-
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8a 8.6—16.2 17—25 12.78�0.20 20.16�0.28 61

8 8.1—13.8 13—20 10.69�0.17 16.22�0.21 51

10L 5.2—11.5 8—15 7.27�0.20 11.56�0.29 54

10s 4.0—9.6 8—13 6.39�0.28 10.17�0.35 21

8a/8 1.02—1.74 1.24�0.03 1.12—1.54 1.26�0.02 1.4 3.2 0.99 0.96

8a/10L 1.00—2.42 1.81�0.06 1.31—2.56 1.81�0.06 4.9 7.7 0.96 0.97

8a/10L 1.33—2.62 2.11�0.08 1.67—2.88 2.12�0.09 5.6 9.0 0.97 0.97

8/10L 1.00—2.22 1.44�0.05 2.8 3.8 0.98 0.98

8/10s 1.25—2.50 1.69�0.10 3.6 5.2 0.96 0.95

10L/10s 1.00—1.67 1.20�0.05 0.02 0.8 0.95 0.95

à Èíäåêñû ðàññ÷èòàíû êàê îòíîøåíèå äëèí (Li) èëè êîëè÷åñòâ Ag+-áóñèí (Bi) íà áîëüøåì ÈßÎ ê òàêîâîìó íà ìåíüøåì ÈßÎ.



÷àëèñü îäèí îò äðóãîãî ïî êîëè÷åñòâó Ag+-áóñèí. Ïðèâå-
äåííûå äàííûå ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà ÈßÎ ñâèäå-
òåëüñòâóþò î ãåòåðîìîðôèçìå ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì
10 ïî ðàçìåðó ÈßÎ è ýêñïðåññèè çîíû àðãåíòîôèëèè.
Âåðîÿòíåå âñåãî, ýòî ñâÿçàíî ñ ÷àñòîé ðåäóêöèåé çîíû
àðãåíòîôèëèè â öåíòðàëüíîé ÷àñòè ÈßÎ õðîìîñîìû 10S

(ðèñ. 4, ðÿä 10S ).
Äëÿ ñðàâíåíèÿ äàííûõ ïðîìåòàôàçíîãî è èíòåðôàç-

íîãî àíàëèçà ßÎ ïðèâåäåì òàêæå îöåíêè ðàçìåðîâ áîëü-
øåãî èç Ag+-ñåãìåíòîâ ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä ïðîìåòà-
ôàçíûõ õðîìîñîì. Ýòè äàííûå áûëè ïîëó÷åíû íàìè ïó-
òåì èçìåðåíèé íà ïðåïàðàòàõ õðîìîñîì êëåòîê ÑÏÝÂ,
ïîäâåðãíóòûõ ãèïîòîíè÷åñêîé îáðàáîòêå. Ñîãëàñíî ýòèì
èçìåðåíèÿì, äëèíà Ag+-ßÎ ïðîìåòàôàçíîé õðîìàòèäû
êîëåáëåòñÿ â ñëåäóþùåì äèàïàçîíå çíà÷åíèé äëÿ õðîìî-
ñîì: 8à — 0.75—2.79 ìêì ñî ñðåäíèì çíà÷åíèåì 1.73 ±
� 0.11 ìêì, 8 — 0.40—1.29 (0.65 ± 0.05), 10L — 0.40—
1.06 (0.68 ± 0.04), 10S — 0.42—0.98 ìêì (0.67 ± 0.03).
Äëÿ íåêîòîðûõ ïàð ðàçíîèìåííûõ õðîìîñîì èíäèâèäóà-
ëüíîé êëåòêè íàìè áûëî âû÷èñëåíî òàêæå ñîîòíîøåíèå
äëèí Ag+-ßÎ õðîìàòèä. Óêàçàííîå ñîîòíîøåíèå êîëåáà-
ëîñü â ñëåäóþùåì äèàïàçîíå çíà÷åíèé äëÿ ïàðû ñîïî-
ñòàâëÿåìûõ õðîìîñîì: 8à/8 — 1.11—6.38 cî ñðåäíèì çíà-
÷åíèåì 2.92 ± 0.30, 8à/10L — 1.12—6.07 (2.74 ± 0.26),
8a/10S — 1.59—6.07 (3.00 ± 0.21). Õîðîøî âèäíî, ÷òî êàê
ýêñòðåìàëüíûå, òàê è ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èñïîëüçîâàííîãî
èíäåêñà äëèí Ag+-ßÎ õðîìàòèä äëÿ âñåõ ñðàâíèâàåìûõ
ïàð õðîìîñîì ìàëî îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà.

Îáñóæäåíèå

Ðàçìåð êëåòêè è êëåòî÷íîãî ÿäðà, à òàêæå ñòðóêòóðà
õðîìàòèíà è ÿäðûøåê çàêîíîìåðíûì îáðàçîì ìåíÿþòñÿ
â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà (Áðîäñêèé, Óðûâàåâà, 1981). Â
ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèìè âîççðåíèÿìè, ïðèâåäåííàÿ íàìè
êëàññèôèêàöèÿ êëåòîê ÑÏÝÂ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé âàðè-
àíò ìîðôîìåòðè÷åñêîãî ñïîñîáà èäåíòèôèêàöèè êëåòîê,
íàõîäÿùèõñÿ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà. Êëåò-
êè ïåðâîãî òèïà ïðè ýòîì, ñêîðåå âñåãî, ñîîòâåòñòâóþò
êëåòêàì â ôàçå G1, êëåòêè âòîðîãî òèïà — êëåòêàì â
ïîçäíåé ôàçå S (ïîäòèï 1) è â ôàçå G2 (ïîäòèï 2), à êëåò-
êè òðåòüåãî òèïà — êëåòêàì â ðàííåé è ñðåäíåé ôàçå S.
Åñëè ýòî òàê, òî èç ðåçóëüòàòîâ ïðîâåäåííîãî àíàëèçà
ðàñïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ, êîëîêàëèçóþùåéñÿ ñ ÿäðûøêîì â
êëåòêàõ ÑÏÝÂ, ìîæíî ñäåëàòü ñëåäóþùåå çàêëþ÷åíèå.
Â êëåòêàõ ÑÏÝÂ ñ ðàñïëàñòàííûì ÿäðîì, íàõîäÿùèõñÿ â
ôàçàõ G1, G2 è ïîçäíåé ôàçå S êëåòî÷íîãî öèêëà, íî íå â
ðàííåé è ñðåäíåé ôàçå S, ÷àñòî âûÿâëÿþòñÿ ëèíåàðèçî-
âàííûå DAPI-ïîçèòèâíûå ÿäðûøêîâûå ñòðóêòóðû. Ñà-
ìàÿ êðóïíàÿ èç òàêèõ ñòðóêòóð èíäèâèäóàëüíîé êëåòêè,
çàôèêñèðîâàííîé íà ñòàäèè G1 èëè G2 êëåòî÷íîãî öèêëà,
îáû÷íî ñîäåðæèò ÿðêî ôëóîðåñöèðóþùèé áëîê õðîìà-
òèíà. Ñ ó÷åòîì ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ ðÄÍÊ-FISH
ëèíåàðèçîâàííûå DAPI-ïîçèòèâíûå ñòðóêòóðû, êîëî-
êàëèçóþùèåñÿ ñ ÿäðûøêàìè â êëåòêàõ ÑÏÝÂ, ìîæíî
ñ÷èòàòü èíòåðôàçíûìè ÈßÎ. Ñäåëàííûå âûâîäû î ïðî-
ñòðàíñòâåííî-âðåìåíí �îé ñòðóêòóðå èíòåðôàçíûõ ÈßÎ
ÑÏÝÂ, êîíå÷íî, ÿâëÿþòñÿ ïðåäâàðèòåëüíûìè è òðåáó-
þò ïîäòâåðæäåíèÿ äàííûìè ïîñëåäóþùèõ èññëåäîâà-
íèé ñ áîëåå òî÷íîé èäåíòèôèêàöèåé ñòàäèè êëåòî÷íîãî
öèêëà.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîä ßÎ ïîíèìàþò ëîêóñû ðÄÍÊ,
êîòîðûå ìîãóò íàõîäèòüñÿ â íåñêîëüêèõ àëüòåðíàòèâíûõ

ôóíêöèîíàëüíûõ ñîñòîÿíèÿõ (Hernandez-Verdun, Rous-
sel, 2003; Raška, 2003; Raška et al., 2004). Â èíòåðôàçå íà-
áëþäàþòñÿ êàê ìèíèìóì òðè òàêèõ ñîñòîÿíèÿ
(êîíôîðìàöèè) ëîêóñà ðÄÍÊ: 1) êëàñòåð èíàêòèâèðîâàí-
íûõ ãåíîâ; 2) êëàñòåð ãåíîâ ñ àññîöèèðîâàííûìè ôàêòî-
ðàìè òðàíñêðèïöèè, â êîòîðîì ìîãóò áûòü àêòèâíû îòäå-
ëüíûå ãåíû; 3) ðàññðåäîòî÷åííûå ãåíû ñ ôàêòîðàìè
òðàíñêðèïöèè è òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòüþ.

Ïî ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì, âòîðîå ñîñòîÿíèå ëî-
êóñà ðÄÍÊ â ÿäðûøêàõ êëåòîê ÑÏÝÂ ðåàëèçóåòñÿ ïðåè-
ìóùåñòâåííî â ôàçàõ G1, G2 è ïîçäíåé ôàçå S êëåòî÷íîãî
öèêëà. Â óêàçàííûå ïåðèîäû öèêëà íåêîòîðûå ßÎ â èí-
òåðôàçíûõ êëåòêàõ ÑÏÝÂ ÷àñòî èìåþò âèä ëèíåàðèçî-
âàííûõ ñòðóêòóð, êîòîðûå ìîæíî âûÿâëÿòü îêðàøèâàíè-
åì ÄÍÊ, ñ ïîìîùüþ ðÄÍÊ-FISH è ñåðåáðåíèÿ. Òàêèå
êîíôèãóðàöèè ÈßÎ íå îáíàðóæèâàþòñÿ â êëåòêàõ ÑÏÝÂ,
íàõîäÿùèõñÿ â ðàííåé è ñðåäíåé ôàçå S êëåòî÷íîãî öèê-
ëà. Ïîñêîëüêó ðàñïðåäåëåíèå ÿäðûøêîâîé ÄÍÊ â ýòîò
ïåðèîä, ïî äàííûì êàê îêðàøèâàíèÿ DAPI, òàê è
ðÄÍÊ-FISH, èìååò äèôôóçíûé õàðàêòåð, òî ÈßÎ êëåòîê
ÑÏÝÂ îñíîâíóþ ÷àñòü ôàçû S, ïî-âèäèìîìó, íàõîäÿòñÿ
â òðåòüåì ñîñòîÿíèè. Ñóäÿ ïî ïîëó÷åííûì íàìè ðåçóëü-
òàòàì ñåðåáðåíèÿ ÈßÎ, ïîäîáíîå ðàññðåäîòî÷åííîå ñî-
ñòîÿíèå ëîêóñà ðÄÍÊ â ðåïëèöèðóþùèõñÿ êëåòêàõ
ÑÏÝÂ ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì ñêðó÷èâàíèÿ ÈßÎ â âèäå
ìåàíäðà ñî ñáëèæåííûìè âèòêàìè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûë èñïîëüçîâàí âàðèàíò äèô-
ôåðåíöèàëüíîãî ñåðåáðåíèÿ ðèáîñîìíîãî õðîìàòèíà, ñ
ïîìîùüþ êîòîðîãî ìîæíî èçáèðàòåëüíî îêðàøèâàòü ÔÖ
è, âîçìîæíî, óçêèé îáîäîê ÏÔÊ âîêðóã íåãî â êîëüöå-
âèäíûõ ÿäðûøêàõ ïåðèôåðè÷åñêèõ ëèìôîöèòîâ ÷åëîâå-
êà íà ìàçêàõ, ôèêñèðîâàííûõ ìåòàíîëîì (Smetana et al.,
1999). Ïðè ñîïîñòàâëåíèè êàðòèíû ñåðåáðåíèÿ ÈßÎ êëå-
òîê ÑÏÝÂ è èõ îêðàøèâàíèÿ ñ ïîìîùüþ DAPI è
ðÄÍÊ-FISH õîðîøî âèäíî, ÷òî íàèáîëåå èíòåíñèâíî ñå-
ðåáðÿòñÿ ðàñøèðåííûå ó÷àñòêè ÈßÎ. Íàïðîòèâ, ñóæåí-
íûå ó÷àñòêè ÈßÎ ëèáî âîâñå íå ñåðåáðÿòñÿ, ëèáî ñåðåá-
ðÿòñÿ ñëàáî (íà óðîâíå êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà è
íèæå). Ñîãëàñíî ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèì äàí-
íûì, â ðàñøèðåííûõ ó÷àñòêàõ èíòåðôàçíîãî ÈßÎ (ôèá-
ðèëëÿðíîãî êîìïëåêñà) êëåòîê ÑÏÝÂ ðàñïîëàãàþòñÿ ÔÖ
(Hozak et al., 1986). Ïðèâåäåííûå ñâåäåíèÿ, âçÿòûå â ñî-
âîêóïíîñòè, ïîçâîëÿþò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî èñïîëüçîâàí-
íàÿ ìåòîäèêà ñåðåáðåíèÿ ßÎ èíòåðôàçíûõ êëåòîê ÑÏÝÂ
â êà÷åñòâå Ag+-áóñèí âñåãäà âûÿâëÿåò ÔÖ. Â ÈßÎ òàêæå
÷àñòî ñåðåáðÿòñÿ, õîòÿ è çàìåòíî ñëàáåå ÔÖ, ñîåäèíÿþ-
ùèå èõ íèòåâèäíûå ó÷àñòêè õðîìàòèä, à òàêæå äèñêîâèä-
íûå âñòàâêè êîíäåíñèðîâàííîãî (ðèáîñîìíîãî) õðîìàòè-
íà. Íàëè÷èå ñëàáî ñåðåáðÿùåãîñÿ õðîìàòèíà â ñîñòàâå
ÈßÎ êëåòîê ÑÏÝÂ íå ÿâëÿåòñÿ íåîæèäàííîñòüþ. Òàê, â
öåíòðàëüíîé ÷àñòè ßÎ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ÷åëîâåêà
ðåãóëÿðíî îáíàðóæèâàåòñÿ îñåâîé òÿæ èç òàêîãî õðîìà-
òèíà (Heliot et al., 1997). Áîëåå òîãî, ïðèñóòñòâèå âñòàâîê
ñëàáî ñåðåáðÿùåãîñÿ, èíòàêòèâèðîâàííîãî õðîìàòèíà â
ñîñòàâå ÈßÎ ïðåäñòàâëÿåòñÿ ñîâåðøåííî îáÿçàòåëüíûì,
èñõîäÿ èç ñîâðåìåííûõ ïðåäñòàâëåíèé î íåãàòèâíîé ðå-
ãóëÿöèè àêòèâíîñòè ðèáîñîìíîãî õðîìàòèíà ó ýóêàðèîò.
Ïî ýòèì ïðåäñòàâëåíèÿì, ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèÿ ðèáî-
ñîìíîãî õðîìàòèíà, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì
ìåõàíèçìîì ðåïðåññèè ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè â
ëîêóñå ðÄÍÊ. Â ñèëó ýòîãî îáñòîÿòåëüñòâà ôîðìèðîâà-
íèå ãåòåðîõðîìàòèíà â êëàñòåðàõ ðÄÍÊ ïðèíÿòî ðàñ-
ñìàòðèâàòü â êà÷åñòâå íåîáõîäèìîãî óñëîâèÿ êàê èõ ñó-
ùåñòâîâàíèÿ, òàê è ïîääåðæàíèÿ öåëîñòíîñòè ÿäðûøêà â
êëåòêàõ ýóêàðèîò (ñì. îáçîðû: Carmo-Fonseca et al., 2000;
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Hernandez-Verdun, Roussel, 2003; Raška, 2003; Raška
et al., 2004).

Ïî ïîñëåäíèì îöåíêàì, îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî
ãåíîâ ðÐÍÊ, íåàêòèâíûõ â òðàíñêðèïöèè, â äèïëîèäíûõ
êëåòêàõ ýóêàðèîò êîëåáëåòñÿ â ïðåäåëàõ 40—95 % (Grummt,
2003). Ñòîëü âûñîêèé óðîâåíü ðåïðåññèè òðàíñêðèïöèè
ãåíîâ ðÐÍÊ îñóùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò ìåõàíèçìîâ ôîðìè-
ðîâàíèÿ ãåòåðîõðîìàòèíà, ñ îäíîé ñòîðîíû, è ìîäóëÿöèè
óðîâíÿ òðàíñêðèïöèè â ýóõðîìàòèíå — ñ äðóãîé (Grummt,
2003; Grummt, Pikaard, 2003).

Òàêèì îáðàçîì, ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì,
ôàêóëüòàòèâíûé, à âîçìîæíî, è èíòåðêàëÿðíûé êîíñòè-
òóòèâíûé ãåòåðîõðîìàòèí ïðèñóòñòâóåò âî âñåõ ÈßÎ
ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè. Ñîäåðæàíèå ãåòåðîõðîìàòèíà â
ðèáîñîìíîì õðîìàòèíå èíòåðôàçíîé êëåòêè, ïî-âèäèìî-
ìó, äîñòàòî÷íî ñòàáèëüíûé ïðèçíàê, êîòîðûé ïðîõîäèò
÷åðåç ìèòîç. Òàêàÿ ôîðìà íàñëåäñòâåííîé èçìåí÷èâîñòè,
íå ñâÿçàííîé ñ èçìåíåíèåì ïåðâè÷íîé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè ÄÍÊ, íàçûâàåòñÿ ýïèãåíåòè÷åñêîé, à íàóêà, èçó÷àþ-
ùàÿ òàêèå èçìåíåíèÿ, — ýïèãåíåòèêîé (Wu, Morris,
2001).

Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìèòîòè÷åñêîå ðàñùåïëåíèå
õðîìàòèä â çîíå Ag+-ßÎ ÿâëÿåòñÿ ñèëüíî çàäåðæàííûì
ïî ñðàâíåíèþ ñ îñòàëüíîé, ýóõðîìàòèíîâîé, ÷àñòüþ õðî-
ìîñîì (Ñòåôàíîâà, Äåìèí, 2006). Äàííûå íàñòîÿùåãî
èññëåäîâàíèÿ ïîëíîñòüþ ïîäòâåðæäàþò è ñóùåñòâåí-
íûì îáðàçîì óòî÷íÿþò ýòî çàêëþ÷åíèå. Êîëè÷åñòâî ßÎ
â èññëåäîâàííûõ èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ ÑÏÝÂ íèêîãäà íå
ïðåâûøàëî ÷åòûðåõ. Ñðåäè èçó÷åííûõ ëèíåàðèçîâàííûõ
Ag+-ÈßÎ áûëè ñòðóêòóðû ñ äâóíèò÷àòûìè ñëàáî ïîñå-
ðåáðåííûìè ó÷àñòêàìè, ñîåäèíÿþùèìè íåðàñùåïëåí-
íûå Ag+-áóñèíû èëè Ag+-äèñêè. Øèðèíà Ag+-ñòðóêòóð
ïðè ýòîì ïðèìåðíî âäâîå ïðåâûøàëà òàêîâóþ â «îäíî-
íèò÷àòûõ» Ag+-ÈßÎ. Øèðîêèå ÈßÎ ñ äèñêîèäàëüíîé
ñòðóêòóðîé áûëè íàéäåíû òàêæå íà ïðåïàðàòàõ 2D-FISH.
Òàêèå ÈßÎ îáíàðóæèâàëèñü òîëüêî â êðóïíûõ ÿäðàõ ñ
G2-ðèñóíêîì õðîìàòèíà. Ïî ìîëåêóëÿðíî-öèòîãåíåòè÷å-
ñêèì äàííûì, õðîìîñîìû íà ñòàäèè G2 ïðèìåðíî âäâîå
øèðå òàêîâûõ íà ñòàäèè G1, íî íåîòëè÷èìû äðóã îò äðó-
ãà ïî äëèíå (Lemke et al., 2002). Âñå ýòè äàííûå óêàçûâà-
þò íà òî, ÷òî ðàñøèðåííûå ÈßÎ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
äâóõðîìàòèäíûå ñòðóêòóðû, êîòîðûå ðàñùåïëåíû íà ñå-
ñòðèíñêèå õðîìàòèäû â ñëàáî ñåðåáðÿùèõñÿ ó÷àñòêàõ. Â
àðãåíòîôèëüíîé çîíå, ñîîòâåòñòâóþùåé ÔÖ, ïðèçíàêîâ
ñåãðåãàöèè õðîìàòèä íå îáíàðóæåíî. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî
çàäåðæêà ðåäóïëèêàöèè ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä â çîíå
ÈßÎ ñâÿçàíà ñ öåíòðàëüíîé ÷àñòüþ ÔÖ, êîòîðàÿ, ñêîðåå
âñåãî, ñîäåðæèò íåàêòèâíûé èëè ìàëî àêòèâíûé â òðàíñ-
êðèïöèè õðîìàòèí. Ïî ïîñëåäíèì äàííûì, çàäåðæêà ñåã-
ðåãàöèè (òî÷íåå, êîãåçèÿ) ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä ÿâëÿåò-
ñÿ îñíîâíûì ñòðóêòóðíûì ïðèçíàêîì èíàêòèâèðîâàííî-
ãî õðîìàòèíà (Azuara et al., 2003). Áîëåå òîãî, óêàçàííàÿ
çàäåðæêà íå çàâèñèò îò âðåìåíè ðåïëèêàöèè ÄÍÊ â òà-
êîì õðîìàòèíå â êëåòî÷íîì öèêëå. Íà îñíîâàíèè ýòîãî
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âíóòðè ÔÖ ìîæåò ðàñïîëàãà-
òüñÿ ðàíî ðåïëèöèðóþùèéñÿ ãåòåðîõðîìàòèí, à íå ýóõ-
ðîìàòèí, èíàêòèâèðîâàííûé â ðåçóëüòàòå ìîäóëÿöèè
òðàíñêðèïöèè.

Ìîæíî äóìàòü, ÷òî ôèáðèëëÿðíûå êîìïëåêñû, êîòî-
ðûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé àãðåãàòû ÔÖ è ÏÔÊ è âûÿâëÿ-
þòñÿ â ÿäðûøêàõ ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé òîìîãðàôèè,
äàëåêî íå âñåãäà ñîîòâåòñòâóþò ÈßÎ, êàê ýòî ïðåäïîëà-
ãàëîñü ðàíåå (Ãîçàê è äð., 1983). Â ðàáîòå Ãîçàê è ñîàâòî-
ðîâ (Hozak et al., 1986) ïðèâåäåíà 3D-ðåêîíñòðóêöèÿ
ôèáðèëëÿðíîãî êîìïëåêñà èç G2-ôàçíîé êëåòêè ëèíèè

ÑÏÝÂ. Ðåêîíñòðóèðîâàííûé êîìïëåêñ ïðåäñòàâëÿë ñî-
áîé ëèíåéíûé àãðåãàò èç âîñüìè ÔÖ, èíòåãðèðîâàííûõ
ÏÔÊ. Èíäèâèäóàëüíûå ÔÖ â ñîñòàâå êîìïëåêñà èìåëè
äèàìåòð 0.3—1.3 ìêì è áûëè íåðàâíîìåðíî, à íåêîòîðûå
èç íèõ è íå ïîëíîñòüþ îêðóæåíû ñëîåì ÏÔÊ. Â ðàáîòå
áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî 5 êëåòîê íà ñòàäèè G2. ×èñëî
ÔÖ íà êëåòêó ïðè ýòîì âàðüèðîâàëî îò 27 äî 45, à ÷èñëî
ôèáðèëëÿðíûõ êîìïëåêñîâ íà êëåòêó — îò 6 äî 8. Òàêèì
îáðàçîì, ñóäÿ ïî ýòèì è ïðèâåäåííûì â íàñòîÿùåé ðàáî-
òå äàííûì, ÷èñëî ÔÖ è ÷èñëî Ag+-áóñèí ïîñåðåáðåííûõ
ÈßÎ íà êëåòêó ìàëî îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà. Íàïðî-
òèâ, ÷èñëî ôèáðèëëÿðíûõ êîìïëåêñîâ âäâîå áîëüøå ÷èñ-
ëà èíòåðôàçíûõ ÈßÎ, âûÿâëÿåìûõ íàìè è äðóãèìè àâòî-
ðàìè (Zatsepina et al., 1996) â êëåòêàõ ÑÏÝÂ ñ ïîìîùüþ
ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè. Òàêîå ðàñõîæäåíèå, îäíàêî,
âïîëíå îáúÿñíèìî ñ ïîçèöèè êîíöåïöèè íàñëåäóåìîãî
òðàíñêðèïöèîííîãî «ãëóøåíèÿ» â ëîêóñå ðÐÍÊ (Grummt,
Pikkaard, 2003; Nemeth et al., 2004; Li et al., 2005). Cîã-
ëàñíî ýòîé êîíöåïöèè, â ñîñòàâå ëþáîãî ÈßÎ äîëæíû
áûòü ïîñòîÿííûå ñàéòû ïîçäíîðåïëèöèðóþùåãîñÿ ãåòå-
ðîõðîìàòèíà. Ó îïðåäåëåííîé ÷àñòè G2-ôàçíûõ êëåòîê â
îáëàñòè òàêèõ ñàéòîâ ìîæíî îæèäàòü ïîÿâëåíèÿ íèòå-
âèäíûõ ñóæåíèé õðîìàòèíà èëè «ñìåùåíèé» õðîìîñîì-
íîé îñè. Òå è äðóãèå ñòðóêòóðû õîðîøî âèäíû íà ïîëó-
÷åííûõ íàìè èçîáðàæåíèÿõ ÈßÎ õðîìîñîì 8à è 8.

Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå âûÿâëåíèå ïîäîáíûõ
îòíîñèòåëüíî ìåëêèõ ñòðóêòóð â ÿäðûøêàõ êëåòîê, ôèê-
ñèðîâàííûõ in situ, ïðåäñòàâëÿåòñÿ íåðåàëüíûì ïî òåõ-
íè÷åñêèì ñîîáðàæåíèÿì. Ïîñêîëüêó â îáëàñòè ñòðóêòóð
íåàêòèâíîãî õðîìàòèíà íå äîëæíî áûòü ýëåêòðîííî-
ïëîòíîãî ÏÔÊ, ýòè ñòðóêòóðû ìîãóò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå
«ðàçîáùèòåëåé» ôèáðèëëÿðíûõ êîìïëåêñîâ èíäèâèäó-
àëüíîãî ÈßÎ. Ìû îæèäàåì, îäíàêî, ÷òî íà ýëåêòðîíî-
ãðàììàõ óäàñòñÿ óâèäåòü êðóïíûå êëàñòåðû èíàêòèâàííî-
ãî ðèáîñîìíîãî õðîìàòèíà, íàïðèìåð äèñòàëüíûé («íåàìï-
ëèôèöèðîâàííûé») ó÷àñòîê ÈßÎ õðîìîñîìû 8à èëè
öåíòðàëüíûé ôðàãìåíò ÈßÎ 10S. Áîëåå òîãî, íå èñêëþ÷å-
íî, ÷òî óëüòðàñòðóêòóðíîå èçîáðàæåíèå Ag-íåãàòèâíîãî
ôðàãìåíòà ßÎ 8à óæå ïðèâåäåíî â ðàáîòå Ãîçàê è ñî-
àâòîðîâ (Hozak et al., 1986) êàê ïðèìûêàíèå õðîìàòèíà ê
ôèáðèëëÿðíîìó êîìïëåêñó â ÿäðûøêå ïðîôàçíîé êëåòêè
ÑÏÝÂ.

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè âïåðâûå óäàëîñü ïîêà-
çàòü, ÷òî ðèñóíîê ïðîäîëüíîé ñåãìåíòàöèè èíäèâèäóàëü-
íûõ Ag+-ÈßÎ ìîæåò ðåãóëÿðíî âîñïðîèçâîäèòüñÿ, ïî
êðàéíåé ìåðå â ñëó÷àå ëèíåàðèçîâàííûõ ßÎ èíòåðôàç-
íûõ êëåòîê ÑÏÝÂ. Ñëó÷àè âîñïðîèçâîäèìîñòè ðèñóíêà
ïðîäîëüíîé íåîäíîðîäíîñòè ó ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ
õðîìîñîì (èíòåðôàçíûå ïîëèòåííûå õðîìîñîìû, ïàõè-
òåííûå õðîìîñîìû, õðîìîñîìû òèïà «ëàìïîâûõ ùåòîê»)
îáùåèçâåñòíû è äîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷åíû (Callan,
1986; Lima-de-Faria, 1986; Æèìóëåâ, 1992). Òàêàÿ íåîä-
íîðîäíîñòü âîçíèêàåò è ïîääåðæèâàåòñÿ, ïî-âèäèìîìó,
ïðåèìóùåñòâåííî çà ñ÷åò íåãàòèâíîé ðåãóëÿöèè òðàíñ-
êðèïöèè â ó÷àñòêàõ õðîìîñîìû, ñîäåðæàùèõ êîíäåíñè-
ðîâàííûé õðîìàòèí. Ýòè ó÷àñòêè ïåðåìåæàþòñÿ ñàéòàìè
ðûõëîãî õðîìàòèíà, äëÿ êîòîðûõ áîëåå õàðàêòåðíà ïîçè-
òèâíàÿ ðåãóëÿöèÿ òðàíñêðèïöèè ñ ïîìîùüþ ìíîãî÷èñ-
ëåííûõ ôàêòîðîâ åå ìîäóëÿöèè. Óïàêîâêà õðîìàòèíà â
îäíîì è òîì æå õðîìîñîìíîì ñàéòå ðûõëîãî õðîìàòèíà
ìîæåò âàðüèðîâàòü â âåñüìà øèðîêèõ ïðåäåëàõ â çàâèñè-
ìîñòè îò ôàêòîðîâ âíåøíåé è âíóòðåííåé ñðåäû.

Òàêàÿ âàðèàáåëüíîñòü îïðåäåëÿåò øèðîêèé ñïåêòð
ÿâëåíèé èçìåí÷èâîñòè ïðîäîëüíîãî ðèñóíêà èíäèâèäó-
àëüíûõ õðîìîñîì è çàòðóäíÿåò êàê èõ èäåíòèôèêàöèþ,
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òàê è ëîêàëèçàöèþ (êàðòèðîâàíèå) òåõ èëè èíûõ ñòàáè-
ëüíûõ ñòðóêòóð èíàêòèâèðîâàííîãî õðîìàòèíà â ïðåäå-
ëàõ õðîìîñîìû. Íàïðîòèâ, ïðîñòðàíñòâåííî-âðåìåíí �ûå
õàðàêòåðèñòèêè èíàêòèâèðîâàííîãî õðîìàòèíà ñòàáèëü-
íî âîñïðîèçâîäÿòñÿ â ðÿäó êëåòî÷íûõ ïîêîëåíèé, ÷òî ïî-
çâîëÿåò íå òîëüêî èäåíòèôèöèðîâàòü èíäèâèäóàëüíûå
õðîìîñîìû ïî ìîðôîëîãèè, íî è ñîñòàâëÿòü èõ öèòîëî-
ãè÷åñêèå êàðòû. Âìåñòå ñ òåì ðàçðåøåíèå ñòðóêòóðû
õðîìîñîì (è ñàéòîâ èíàêòèâèðîâàííîãî õðîìàòèíà) íà-
õîäèòñÿ â ïðÿìîé çàâèñèìîñòè îò âûðàæåííîñòè ñàéòîâ
ðûõëîãî õðîìàòèíà â ïëîñêîñòè ïðåïàðàòà. Ïðè ïðî÷èõ
ðàâíûõ òàêàÿ ýêñïðåññèÿ ïîñëåäíèõ ñàéòîâ âñåãäà áóäåò
ïîâûøåííûé ïðè íàëè÷èè ëèíåéíîé êîíôèãóðàöèè èëè
ëèíåàðèçàöèè õðîìîñîì, à òàêæå ïðè èõ óìåðåííîì ïðî-
äîëüíîì ðàñòÿãèâàíèè. Ñëåäóÿ ïðèâåäåííûì ðàññóæäå-
íèÿì, ìû ñêëîííû äóìàòü, ÷òî êîíäåíñèðîâàííîìó õðî-
ìàòèíó â ñîñòàâå ÈßÎ, ïîñåðåáðåííîãî ïîñëå ôèêñàöèè
ìåòàíîëîì, ñîîòâåòñòâóþò Ag -ïîçèòèâíûå ÔÖ, à ðûõëî-
ìó õðîìàòèíó — Àg-íåãàòèâíûé ÏÔÊ. Ïðè èíîé ñõåìå
ôèêñàöèè êëåòîê ÑÏÝÂ, íàïðèìåð ñ ïîìîùüþ ôèêñàòî-
ðà ìåòàíîë—ëåäÿíàÿ óêñóñíàÿ êèñëîòà (3 : 1), ìîæíî
îæèäàòü îáðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè ñåðåáðåíèÿ ïëîòíîãî
è ðûõëîãî õðîìàòèíà ÈßÎ. Ïîñêîëüêó ÏÔÊ â ñîñòàâå
ôèáðèëëÿðíûõ êîìïëåêñîâ ÑÏÝÂ ðàñïîëàãàåòñÿ êàê íà
ïåðèôåðèè, òàê è ìåæäó ÔÖ, ðèñóíîê ïîçèòèâíîãî ñå-
ðåáðåíèÿ ÏÔÊ ñêîðåå âñåãî íå äàñò îáðàòíîé êàðòèíû,
îáíàðóæåííîé íàìè ïðè ïîçèòèâíîì ñåðåáðåíèè ÔÖ, è
âðÿä ëè áóäåò ñêîëüêî-íèáóäü âîñïðîèçâîäèìûì. Âìåñòå
ñ òåì ÏÔÊ-ïîçèòèâíîå îêðàøèâàíèå ëèíåàðèçîâàííûõ
ÈßÎ ìîæåò îêàçàòüñÿ âåñüìà ïîëåçíûì èíñòðóìåíòîì
ïðè èçó÷åíèè ïðîñòðàíñòâåííî-âðåìåíí �ûõ õàðàêòåðè-
ñòèê Ag-íåãàòèâíûõ âñòàâîê èíàêòèâèðîâàííîãî ðèáî-
ñîìíîãî õðîìàòèíà.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàì íå
óäàëîñü óñòàíîâèòü îðèåíòàöèþ ÈßÎ â õðîìîñîìå îòíî-
ñèòåëüíî öåíòðîìåðû íè äëÿ îäíîé èç ßÎ-õðîìîñîì â
êàðèîòèïå ÑÏÝÂ. Â ýòîé ñâÿçè íå èñêëþ÷åíî, ÷òî íåêî-
òîðûå èëè äàæå âñå ïðèâåäåííûå íàìè èçîáðàæåíèÿ ëè-
íåàðèçîâàííûõ ÈßÎ ÿâëÿþòñÿ «ïåðåâåðíóòûìè», ò. å.
ïðèöåíòðîìåðíûì îêàæåòñÿ èõ âåðõíèé êîíåö, à íå íèæ-
íèé, êàê ìîæíî äóìàòü èñõîäÿ èç ðèñ. 4. Êðîìå òîãî, íà
îñíîâàíèè ïðèâåäåííûõ â ðàáîòå èçîáðàæåíèé ïîñåðåá-
ðåííûõ ÈßÎ íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì ñîñòàâëåíèå
äåòàëüíîé öèòîëîãè÷åñêîé êàðòû ýòîãî ðàéîíà íè äëÿ
îäíîé èç ßÎ-õðîìîñîì ÑÏÝÂ. Áîëåå òîãî, êàê ýòî õîðî-
øî âèäíî íà ðèñ. 4, äëÿ êàæäîé èç ßÎ-õðîìîñîì íàáîðà
ïðèäåòñÿ ñîñòàâëÿòü íåñêîëüêî ðàçíîâèäíîñòåé òàêèõ
öèòîëîãè÷åñêèõ êàðò, îòëè÷àþùèõñÿ ðàçðåøåíèåì ÈßÎ
è ïðèâÿçêîé ê òîé èëè èíîé ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà.
Âïîëíå âåðîÿòíî, îäíàêî, ÷òî â ïðîñòåéøåì ñëó÷àå, ïðè
ñîñòàâëåíèè öèòîëîãè÷åñêèõ êàðò ÈßÎ ñ ìàêñèìàëüíûì
ðàçðåøåíèåì ñòðóêòóðû, óäàñòñÿ îáîéòèñü êîíñòðóèðî-
âàíèåì ëèøü äâóõ õðîìîñîìíûõ êàðò äàííîãî ðàéîíà:
îäíîé äëÿ ÈßÎ ñ äèñêîèäàëüíûì è äðóãîé äëÿ ÈßÎ ñ
÷åòêîâèäíûì ðèñóíêîì ñåðåáðåíèÿ ÔÖ. Ïðåîäîëåíèå
îòìå÷åííûõ íåäîñòàòêîâ íàñòîÿùåé ðàáîòû ìîæíî
îñóùåñòâèòü òîëüêî â ðåçóëüòàòå ñïåöèàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé. Îíè ìîãóò áûòü âûïîëíåíû ïðè ñîâìåùåíèè
äàííûõ ñåðåáðåíèÿ ÔÖ è õðîìîñîìîñïåöèôè÷íîãî
FISH-çîíäèðîâàíèÿ öåíòðîìåðíîé ÄÍÊ (èëè îäíîãî èç
ïëå÷ ßÎ-õðîìîñîìû), â õîäå äàëüíåéøåãî ðàçâèòèÿ áàí-
êà èçîáðàæåíèé ïîñåðåáðåííûõ ÈßÎ ñ óñòàíîâëåííîé
õðîìîñîìíîé ïðèíàäëåæíîñòüþ.

Ñîãëàñíî äàííûì ïðîìåòàôàçíîãî àíàëèçà, â êàðèî-
òèïå èíäèâèäóàëüíîé êëåòêè ÑÏÝÂ äëèíà Ag+-ßÎ õðî-

ìîñîìû 8à â ñðåäíåì âòðîå áîëüøå äëèíû Ag+-ßÎ ëþ-
áîé èç îñòàëüíûõ ßÎ-õðîìîñîì íàáîðà. Òàêîé àíàëèç,
îäíàêî, íå ïîçâîëèë äèôôåðåíöèðîâàòü õðîìîñîìû 8,
10L è 10S ïî ðàçìåðàì ßÎ. Ñîïîñòàâëåíèå èíäåêñîâ äëèí
ðàçíîèìåííûõ ÈßÎ, âû÷èñëåííûõ äëÿ èíäèâèäóàëü-
íûõ èíòåðôàçíûõ êëåòîê ÑÏÝÂ, ïîêàçàëî, ÷òî äëèíà
Ag+-ÈßÎ õðîìîñîìû 8à â ñðåäíåì áîëüøå òàêîâîé äëÿ
õðîìîñîì 8, 10L è 10S ñîîòâåòñòâåííî â 1.2—1.3,
1.7—1.9 è 2.0—2.2 ðàçà. Ïî÷òè èäåíòè÷íûå çíà÷åíèÿ èí-
äåêñîâ ïîëó÷åíû ïðè ñîïîñòàâëåíèè ðàçìåðîâ ðàç-
íîèìåííûõ ßÎ èíäèâèäóàëüíûõ èíòåðôàçíûõ êëåòîê,
îñóùåñòâëåííîì íà îñíîâàíèè ñ÷åòà ÔÖ (Ag+-áóñèí
èëè Ag+-äèñêîâ) â ïðåäåëàõ îäíîãî ÈßÎ. Ýòè äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îòíîñèòåëüíî íåáîëüøàÿ
(20—30 %) àìïëèôèêàöèÿ ðèáîñîìíîãî õðîìàòèíà â
ÈßÎ 8à èíäóöèðóåò ñóùåñòâåííóþ ïðîôàçíóþ è (èëè)
ïðåäìèòîòè÷åñêóþ çàäåðæêó êîíäåíñàöèè ýòîãî ßÎ ïî
äëèííîé îñè õðîìîñîìû ïî ñðàâíåíèþ ñ õðîìàòèíîì
îñòàëüíûõ ßÎ. Ïî íàøèì äàííûì, èíòåðôàçíûå ßÎ õðî-
ìîñîì 8, 10L è 10S â îòëè÷èå îò ïðîìåòàôàçíûõ ßÎ ñîîò-
âåòñòâóþùèõ õðîìîñîì ðàçëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé êàê
ïî äëèíå, òàê è ïî ÷èñëó ðàçëè÷èìûõ íà íèõ ÔÖ. Èíòåð-
âàëû ñðåäíèõ çíà÷åíèé èíäåêñà äëèí è èíäåêñà ÷èñëà
ÔÖ íà ÈßÎ ïðè ýòîì îêàçàëèñü î÷åíü áëèçêèìè ìåæäó
ñîáîé: ñîîòâåòñòâóþùèå îòíîøåíèÿ äëÿ õðîìîñîìíûõ
ïàð 8/10L, 8/10S è 10L/10S ðàñïîëàãàëèñü ñîîòâåòñòâåííî
â äèàïàçîíå 1.3—1.5, 1.5—1.7 è 1.05—1.25. Íåñîâïàäå-
íèå ïðîìåòàôàçíûõ è èíòåðôàçíûõ äàííûõ, íà íàø
âçãëÿä, ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî êîíäåíñàöèÿ ðèáîñîì-
íîãî õðîìàòèíà ïî äëèííîé îñè õðîìîñîì 8, 10L è 10S,
ïî-âèäèìîìó, äîñòèãàåò íåêîòîðîãî âåðõíåãî ïîðîãîâî-
ãî çíà÷åíèÿ äî ïðîìåòàôàçû, ÷òî è ïðèâîäèò ê âûðàâíè-
âàíèþ äëèí ïðîìåòàôàçíûõ ßÎ óêàçàííûõ õðîìîñîì.
Äðóãîå îáúÿñíåíèå îòìå÷åííîãî ðàñõîæäåíèÿ äàííûõ —
ýòî áîëåå âûñîêàÿ ñêîðîñòü ïðîôàçíîé è (èëè) ïðåäìèòî-
òè÷åñêîé êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà ßÎ õðîìîñîìû 8 ïî
ñðàâíåíèþ ñ ßÎ õðîìîñîì 10. Â ïîëüçó òàêîé òðàêòîâêè,
â ÷àñòíîñòè, ãîâîðÿò ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå î ïîâû-
øåííîé ýêñïðåññèè Ag-íåãàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ ïðîìåòà-
ôàçíîãî ßÎ õðîìîñîìû 8 (Ñòåôàíîâà, Äåìèí, 2006).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 02-04-49606).
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The prometaphase karyotype of cell line PK contains two heteromorphous pairs of nucleolus organizers
that belong to chromosomes 8a and 8, and to 10L and 10S. It was proposed that such heteromorphism may pro-
mote chromosome differentiating of interphase nucleolus organizers (INOs) with linear configuration. To test
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this assumption, we used two-dimensional (2D) preparations of methanol fixed PK cells surface stretched wit-
hout hypotonic treatment. It was shown that in these preparations the large bulk of interphase PK cells contained
3—4 necklace-like linear structures arranged in nucleolar domains. The observed structures were positive in
phase contrast and after DAPI-staining. Complimentary rDNA-FISH revealed that these structures were INOs,
the largest INO in individual cells containing prominent terminal rDNA FISH/DAPI signal. In accordance with
the data on prometaphase analysis, the latter INOs belong to chromosomes 8a. As reported by Smetana and co-
workers (1999), proteins of the nucleolar fibrillar center reacted preferentially with silver in methanol fixed un-
washed smears of human peripheral lymphocytes. It was established that the same specific silver reaction is cha-
racteristic most probably of 2D preparations of methanol fixed PK cells. Both silver stained and rDNA-FISH li-
nearized INOs had necklace-like or banded structure with different degrees of resolution. Banded INOs
consisted of transverse argyrophilic structures: dense bands and loose interbands. High resolved banded INOs
revealed a longitudinal splitting (binemic structure) of interband zone. Necklace-like INOs consisted of argyro-
philic beads nearly two-fold more narrow than argyrophilic bands, and uninemic or silver-negative interbead zo-
nes. Our findings evidence that necklace-like INOs are typical for G1 and S phase cells, whereas banded INOs
are characteristic of G2 cells. Among high resolved linear INOs, we found four reproducible patterns of silver
staining, which could be combined it two homologous groups. Because each given pattern is unique for indivi-
dual PK cells, we concluded that the patterns under study were chromosome specific. Using prometaphase ana-
lysis data, we determined chromosome affiliation for each of the four tested patterns of INO silver staining.
High resolved INOs, belonging to different chromosomes, were further compared with regard to their average
length and the mean of argyrophilic bead number per individual INO, in addition to the length and argyrophilic
bead number ratios calculated for different INO pairs of individual cells. Surprisingly, we found that both the ra-
tios, detected for most heteromorphous pair of homologous chromosomes 8a and 8, made only 1.26 ± 0.02. In
comparison, the similar length ratio for nucleolus organizers in chromosomes 8a and 8, calculated for individual
prometaphase cells, reached 2.92 ± 0.30.
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